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PROCEDE DE PREPARATION D'ORGANES DE MAMMIFERES NON 
HUMAINS TRANSGENIQUES EN VUE DE LEUR TRANSPLANTATION 
CHEZ L'HOMME, ET SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES POUR LA 
MISE EN OEUVRE DE CE PROCEDE 



La presente invention a pour objet 1' utilisation de sequences nucleotidiques 
pour la mise en oeuvre d'un procede de preparation d'organes de mammiferes 
non humains transgeniques susceptibles d'etre greffes chez I'homme en 
reduisant sensiblement les risques de rejet de greffes. 

La transplantation d'organes animaux chez rhomme, ou 
xenotransplantation, est une technique consideree actuellement comme une 
alternative possible, permettant de pallier le manque crucial de donneur en 
allogreffe. Des avancees spectaculaires dans ce domaine ont ete realisees depuis 
quelques annees, et le pore comme animal donneur s' impose a la communaute 
scientifique et medicale. Les raisons de ce choix, par opposition au choix de 
primates comme donneurs d'organes sont multiples: le risque de transmission de 
virus pathogenes pour rhomme est bien motndre a partir du pore (Allan, 1996), 
l'elevage et le temps de reproduction des primates, a 1' oppose du pore, rend leur 
utilisation difficile, et une barriere d 1 ordre ethique non negligeable existe pour 
l'utilisation de singes a des fins de medecine humaine. L'obstacle majeur a 
l' utilisation de greffons de pore chez rhomme est avant tout immunologique: 
Thomme possede des anticorps naturels (appeles xenoanticorps naturels-XAN-) 
diriges contre des molecules exprimees par les cellules porcines. Lorsqu'un 
organe de pore est greffe chez Thomme (et chez les primates superieurs qui 
possedent aussi ces anticorps), ces anticorps reagissent avec l'endothelium 
vasculaire entrainant un rejet suraigu de l'organe. II s'agit en fait de la perte, 
induite par les XAN et le complement, de I'integrite de Tendothelium vasculaire 
entrainant un oedeme, une infiltration cellulaire et une destruction de l'organe 
(Bach et al., 1995). Les antigenes porcins reconnus par les XAN ont ete 
analyses: il s'agit majoritairement d'une structure glucidique constituee de 
galactose branche en configuration a 1,3 sur le N-acetyllactosamine (epitope a- 
galactosyl) present sur les glycolipides et les glycoproteines de membrane 
(Sandrin et al. t 1993). 

Les travaux realises par Tequipe de D. White (Cambridge) ont permis de 
resoudre partiellement ce probleme de rejet hyperaigu: en bloquant V activation 
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du complement humain a la surface des cellules de I'endothelium porcin 
(Carrington et al, 1995), ils sont parvenus a realiser des greffes de coeur de 
pore chez le macaque, dont la survie semble similaire a la survie d'une 
allogreffe (greffe d'un organe de la meme espece) realisee dans les memes 
conditions, dans la mesure ou le depot de XAN n'est pas trop massif. 
Techniquement, cela a ete realise par insertion, par transgenese germinale, 
d'une molecule regulatrice du complement humain, le DAF (pour decay 
accelerating factor, ou CD55), dans le genome de pore. Cette molecule, 
specifique d'espece, empeche la C3 convertase humaine d'enclencher la reaction 
en chaine d'activation du complement a la surface des cellules porcines. Cette 
molecule semble toutefois " depassee " lorsque la quantite de complement fixee 
est trop importante. Dans ce cas, un rejet survient quand meme. 

La presence des epitopes a-galactosyl, le xenoantigene majeur sur les 
cellules porcines, est due a Taction d'une enzyme golgienne, UDP-Gal:Galal- 
4GlcNacal,3-galactosyltransferase (encore designee enzyme al,3GT). 
L'enzyme al,3GT participe a la fixation de galactose, en configuration al,3, 
sur le galactose du N-acetyllactosamine des glycoproteins et glycolipides 
membranaires, ce qui cree un epitope xenoantigenique appele a-galactosyl 
constitue de 1'ensemble Galal,3Gal-N-acetyllactosamine. L'inactivation du gene 
codant pour cette enzyme chez le pore pourrait bloquer la synthese des epitopes 
a-galactosyl et induirait la non reconnaissance des cellules de pore par les XAN 
humains. Cette inactivation, utilisee conjointement a I'expression de DAF 
humain chez le pore, pourrait representer un benefice decisif pour la reussite de 
la xenogreffe d'organes de pore chez l'homme. Cependant, l'inactivation d'un 
gene par recombinaison homologue ("gene knock out") est une technique dont 
l'utilisation est actuellement restreinte a la souris, car sa mise en oeuvre 
necessite la disponibilite de cellules souches embryonnaires, dites cellules ES, 
Ces cellules, malgre d'intenses recherches, n'ont jamais pu etre obtenues chez 
une autre espece que la souris. L'inactivation de l'al,3GT chez le pore ne peut 
done pas etre realisee par cette technique. 

A part les molecules xenoantigeniques et les molecules participant a la 
biosynthese de ces dernieres, il existe d'autres molecules dont V inhibition 
pourrait etre utile en xenotransplantation, en particulier les molecules dont 
I'activite biologique concourt au rejet de greffe, sans que ces molecules ne 
soient des xenoantigenes ou ne participent a la synthese de xenoantigenes. II 
s'agit notarnment de l'ensemble des molecules a caractere inflammatoire 
produites par ['endothelium du greffon, en particulier lors d'une xenogreffe : 
cytokines (IL-1, IL-6), facteurs chemotactiques (IL-8, IP-10, RANTES, 
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MCP/JE, inhibiteurs pi5E, GFM-CSF, G-CSF), molecules d'adhesion 
(ELAM-l, VCAM-1, ICAM-1, c-sis, GPlbot, vWF, ligand LAM-1), facteurs de 
transcription (c-fos, NFkB, Gem), regulateurs du tonus vasculaire (iNO 
synthase, PGH synthase, endotheline), facteurs intervenant dans la coagulation 
(PAF acetyltransferase, facteur tissulaire, PAI-1), facteurs d'immunocompetence 
(CMH I, CMH II). II s'agit aussi des recepteurs, exprimes par l'endothelium du 
greffon, a des molecules provenant du receveur et ayant une activite biologique 
concourant au rejet de greffe : recepteur au C5a, recepteur au TNFa, recepteur 
a 1'INFy, recepteurs aux cellules NK. 

La presente invention a pour but de fournir des organes de mammiferes 
non humains transgeniques susceptibles d'etre greffes chez des patients 
necessitant une greffe d'organes, avec diminution du risque de phenomene de 
rejet du greffon, voire complete annulation de ce risque. 

La presente invention a egalement pour but de fournir des sequences 
nucleotidiques susceptibles d'etre utilisees pour la transformation genetique 
d'animaux en vue d'obtenir les susdits organes. 

L' invention a egalement pour but de fournir des mammiferes non humains 
transgeniques a partir desquels sont susceptibles d'etre preleves les susdits 
organes. 

La presente invention a pour objet 1' utilisation de sequences nucleotidiques 
codant pour des anticorps diriges contre toute molecule impliquee dans un 
phenomene de rejet de greffe (encore designes ci-apres anticorps anti- 
molecules), et notamment contre toute molecule possedant une activite telle que 
Iadite molecule represente un epitope xenoantigenique, ou participe a la 
biosynthese d'epitopes xenoantigeniques dans des cellules de mammiferes non 
humains (et plus particulierement a la surface de ces cellules), ces epitopes etant 
susceptibles d'etre reconnus par des xenoanticorps naturels humains lorsque 
lesdites cellules, ou organes constitues de ces cellules, de mammiferes non 
humains, sont greffes chez 1'homme, pour la preparation de cellules 
transgeniques, ou organes transgeniques, de mammiferes non humains, au sein 
desquels lesdites molecules forment en totalite ou en partie des complexes 
immuns avec lesdits anticorps anti-molecules, de telle sorte que Tactivite 
desdites molecules dans les phenomenes de rejet de greffe soit totalement ou 
partiellement inhibee, en particulier que les xenoanticorps susmentionnes ne 
reconnaissent plus, en totalite ou en partie, les susdits epitopes, ou au sein 
desquels la biosynthese desdits epitopes xenoantigeniques est partiellement ou 
totalement inhibee, lesdites cellules ou lesdits organes transgeniques de 
mammiferes non humains etant destines a etre greffes chez un patient. 
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Les sequences nucleotidiques utilisees dans le cadre de la presente 
invention sont avantageusement celles codant pour des anticorps diriges contre : 

- tout epitope xenoantigenique, glucidique ou non glucidique, reconnu par 
des xenoanticorps humains, et plus particulierement les epitopes glucidiques 
galactosyles situes a la surface des membranes de cellules de mammiferes non 
humains, notamment ('epitope a-galactosyl present a la surface de cellules de 
pore etconstitue de 1'ensemble Galal,3Gal-N-acetyllactosamine susmentionne, 

- toute molecule participant a la biosynthese d'epitopes xenoantigeniques 
chez Thomme, de nature glucidique ou non glucidique, et plus particulierement 
les galactosyltransferases presentes dans les cellules de mammiferes non 
humains, notamment l'enzyme otl,3GT presente dans les cellules de pore, 

- toute molecule a caractere inflammatoire synthetisee dans 1* endothelium 
de mammiferes non humains, et dont l'activite biologique conduit notamment a 
la modification des proprietes anticoagulantes de 1'endothelium in vivo en milieu 
xenogenique, telle que les cytokines et chemoattracteurs (IL-1, IL-6, IL-8, IP- 
10, RANTES, MCP/JE, inhibiteurs pl5E, GM-CSF, G-CSF), les molecules 
d'adhesion (ELAM-1, VCAM-1, ICAM-1, c-sis, GPlba, vWF, ligand LAM-l) 
les facteurs de transcription ou modifiant la transcription (c-fos, NFkB, Gem), 
les regulateurs du tonus vasculaire (tNO synthase, PGH synthase, endotheline), 
les facteurs intervenant dans la coagulation (PAF acetyltransferase, facteur 
tissulaire, PAI-1), les facteurs d'immunocompetence (CMH I, CMH II), 

- les recepteurs membranaires a des molecules presentes chez le receveur, 
Taction de ces molecules etant dirigee vers un rejet de greffe, dont par exemple 
le C5aR, ou le TNFaR, ou les recepteurs aux cellules NK. 

L' invention a plus particulierement pour objet T utilisation de molecules 
impliquees dans un phenomene de rejet de greffe, telles que decrites ci-dessus, 
pour la mise en oeuvre d'un procede d'obtention, notamment selon les methodes 
decrites ci-dessous, de sequences nucleotidiques codant pour des anticorps 
diriges contre les susdites molecules, ces sequences nucleotidiques etant elles- 
memes susceptibles d'etre utilisees pour la preparation de cellules transgeniques, 
ou d'organes transgeniques tels que definis ci-dessus selon 1'invention. 

Avantageusement, les sequences nucleotidiques utilisees dans le cadre de 
1'invention sont obtenues par selection des susdits anticorps anti-molecules a 
savoir des anticorps diriges contre les molecules impliquees dans un phenomene 
de rejet de greffe, cette selection etant effectuee a Taide desdites molecules 
utilisees en tant que molecules cibles reconnues par lesdits anticorps, et 
sequen^age des sequences nucleotidiques codant pour lesdits anticorps ainsi 
selectionnes. 
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Lesdits anticorps anti-molecules sont eux-memes avantageusement obtenus 
a partir de tout hybridome susceptible d'etre forme, par des methodes 
classiques, a partir de cellules spleniques d'un animal, notamment de souris ou 
de rat, immunises contre Tune desdites molecules impliquees dans un 
phenomene de rejet de greffe, d'une part, et des cellules d'un myelome 
approprie d'autre part, ledit hybridome etant selectionne par sa capacite a 
produire des anticorps monoclonaux reconnaissant ladite molecule initialement 
mise en oeuvre pour T immunisation des animaux. 

L'ADN des hybridomes ainsi selectionne est ensuite clone, selon les 
techniques bien connues de l'homme de metier, dans des hotes cellulaires 
susceptibles de produire lesdits anticorps monoclonaux, les sequences 
nucleotidiques codant pour lesdits anticorps ainsi selectionnes, etant ensuite 
sequencees. 

Lesdits anticorps anti-molecules peuvent egalement etre obtenus par 
criblage d'une banque d'anticorps (telle que la banque decrite dans l'article de 
Nissim et al., 1994) avec lesdites molecules, ladite banque d'anticorps etant 
construite a partir de sequences d'ADN d'immunoglobulines humaines ou 
murines, ou issues d'une autre espece, dans un hote cellulaire (notamment dans 
des phages) susceptibles d'exprimer les anticorps codes par lesdites sequences 
d'ADN d'immunoglobulines. 

Avantageusement, les anticorps susmentionnes, a partir desquels sont 
deduites les sequences nucleotidiques utilisees dans le cadre de la presente 
invention sont des anticorps simple brin (encore designes anticorps ScFv). 

Ces anticorps ScFv sont avantageusement obtenus a partir d'une banque 
d'anticorps telle que decrite ci-dessus, dans laquelle les sequences d'ADN 
codant pour ces anticorps sont traitees, notamment selon la methode decrite dans 
l'article de Nissim et al., 1994, de maniere a obtenir des anticorps simple brin, 
notamment par jonction de tout ou partie d'une sequence d'ADN codant pour 
une chaine lourde d' immunoglobuline avec tout ou partie d'une sequence 
d'ADN codant pour une chaine legere d'immunoglobuline. 

Ces anticorps ScFv peuvent egalement etre obtenus par clonage de l'ADN 
complementaire (ADNc) issu d'hybridomes, tels que decrits ci-dessus, codant 
pour une immunoglobuline dirigee contre une desdites molecules impliquees 
dans un phenomene de rejet de greffe, suivi d'un traitement, tel que decrit ci- 
dessus, de maniere a obtenir des anticorps simple brin par jonction de tout ou 
partie de la fraction dudit ADNc codant pour la chaine lourde de 
1' immunoglobuline avec tout ou partie de la fraction dudit ADNc codant pour la 
chaine legere de cette immunoglobuline. 
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Selon un mode prefere de realisation de 1' invention, les sequences 
nucleotidiques utilisees pour la preparation de cellules ou organes transgeniques 
susmentionnes, sont celles codant pour des anticorps diriges contre toute 
molecule impliquee dans la biosynthese d'epitopes xenoantigeniques dans les 
cellules de mammiferes non humains. 

Avantageusement, les sequences nucleotidiques utilisees dans le cadre de 
la presente invention sont celles codant pour des anticorps diriges contre Tune 
au moins des isoformes (et avantageusement contre toutes les isoformes) des 
galactosyltransferases presentes chez les mammiferes non humains, et plus 
particulierement contre l'une au moins des isoformes de l'al,3GT presente chez 
le pore, pour la preparation d' organes de mammiferes non humains 
transgeniques au sein desquels la biosynthese des epitopes a-galactosyl dans les 
cellules desdits organes est partiellement ou totalement inhibee. 

A ce titre, 1* invention a plus particulierement pour objet les anticorps, le 
cas echeant simple brin, diriges contre Tune au moins des isoformes de 
l'al,3GT lesdits anticorps etant tels qu'obtenus par mise en oeuvre d'une des 
methodes decrites ci-dessus effectuees a 1'aide d'une ou plusieurs isoformes de 
l'al,3GT, en tant que molecules impliquees dans un phenomene de rejet de 
greffe. 

L' invention concerne plus particulierement les anticorps tels que decrits 
ci-dessus, diriges contre l'une au moins des isoformes de i'al,3GT presentes 
chez le pore, et notamment contre l'une au moins des isoformes representees par 
les sequences en acides amines SEQ ID NO 2 (correspondant a l'isoforme 1), 
SEQ ID NO 4 (correspondant a l'isoforme 2), SEQ ID NO 6 (correspondant a 
l'isoforme 3) et SEQ ID NO 8 (correspondant a l'isoforme 4), ces isoformes 1 a 
4 etant respectivement codees par les sequences nucleotidiques representees par 
SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 5 et SEQ ID NO 7, ou codees par 
toutes sequences nucleotidiques derivees de ces dernieres, notamment par 
degenerescence du code genetique. 

L' invention vise plus particulierement les anticorps tels que decrits ci- 
dessus, diriges contre Tune au moins des isoformes 3 et 4 de r<xl,3GT 
presentes chez le pore et representees par les sequences en acides amines SEQ 
ID NO 6 et SEQ ID NO 8. 

Avantageusement les anticorps anti-al,3GT susmentionnes de T invention 
sont des anticorps simple brin dont les sequences en acides amines sont telles 
qu elles contiennent les parties CDR1, CDR2 et CDR3 de la chaine lourde 
desdits anticorps anti-al,3GT relies par une sequence liante (linker) d'environ 
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6 a environ 36 acides amines, a tout ou partie de la chaine legere VA,3 des 
anticorps anti-al,3GT susrnentionnes. 

Un linker particulierement prefere est celui constitue de trois repetitions 
successives de la sequence en acides suivante : 

Gly - Gly- Gly- Gly- Ser 

Des anticorps particuliers selon ['invention sont ceux representes par les 
sequences en acides amines SEQ ID NO 10 (anticorps designe ScFvl), SEQ ID 
NO 12 (anticorps designe ScFv2), SEQ ID NO 14 (anticorps designe ScFv3), 
SEQ ID NO 16 (anticorps designe ScFv4) et SEQ ID NO 18 (anticorps designe 
ScFv5). ou par toute sequence en acides amines derivee de ces dernieres, 
notamment par addition, suppression ou substitution d'un ou plusieurs acides 
amines, ou par tout fragment des sequences susmentionnees ou de leurs 
sequences derivees, lesdites sequences derivees et lesdits fragments etant 
susceptibles de reconnaitre Tune au moins des isoformes de l'al,3GT. 

L* invention a egalement pour objet les sequences nucleotidiques codant 
pour un anticorps anti-al,3GT tel que decrit ci-dessus, et comportant 
notamment les sequences nucleotidiques representees par SEQ ID NO 9 (codant 
pour ScFvl), SEQ ID NO 11 (codant pour ScFv2), SEQ ID NO 13 (codant pour 
ScFv3), SEQ ID NO 15 (codant pour ScFv4), SEQ ID NO 17 (codant pour 
ScFv5), ou toute sequence nucleotidique derivee de ces dernieres, notamment 
les sequences derivees par degenerescence du code genetique, et etant 
neanmoins capables de coder pour les anticorps ScFvl, ScFv2, ScFv3, ScFv4 
ou ScFv5, ou les sequences derivees par addition, suppression ou substitution 
d'un ou plusieurs nucleotides, ou tout fragment des sequences nucleotidiques 
susmentionnees ou de leurs sequences derivees, lesdites sequences derivees et 
lesdits fragments etant susceptibles de coder pour un anticorps susceptible de 
reconnaitre Tune au moins des isoformes de l'al,3GT. 

Les sequences nucleotidiques SEQ ID NO 9 t SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 
13, SEQ ID NO 15 et SEQ ID NO 17 susmentionnees sont avantageusement 
obtenues par sequen^age des ADNc codant pour les anticorps representes par 
SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 14, SEQ ID NO 16 et SEQ ID 
NO 18 respectivement, ces ADNc provenant de clones cellulaires selectionnes 
pour leur capacite a produire lesdits anticorps, la selection desdits clones 
cellulaires etant effectuee a l'aide de I'isoforme 2 de l'al,3 GT (a savoir du 
polypeptide represente par SEQ ID NO 4) utilisee en tant que molecule cible 
reconnue par lesdits anticorps, lesdits clones cellulaires, etant eux-memes 
obtenus par transformation de cellules, notamment de bacteries ou de phages, 
avec des sequences nucleotidiques provenant d'une banque d'ADNc codant pour 
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des anticorps, telle que la banque susmentionnee decrite par Nissim et al., 1994, 
ou provenant d'hybridomes obtenus selon la technique indiquee ci-dessus par 
immunisation d'un animal avec ladite isoforme n° 2 de l'al,3GT. 

L' invention a egalement pour objet tout vecteur, notamment plasmide, 
contenant Tune au moins des sequences nucleotidiques decrites ci-dessus selon 
rinvention, notamment Tune au moins des sequences SEQ ID NO 9, SEQ ID 
NO 11, SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 15 ou SEQ ID NO 17, et les elements 
necessaires a I'expression des anticorps anti-molecules, et plus particulierement 
des anticorps anti-al,3GT susmentionnes. 

L' invention concerne egalement tout hote cellulaire (telle qu'une cellule 
eucaryote) contenant Tun au moins des vecteurs tels que deer its ci-dessus, selon 
1' invention. 

L' invention concerne egalement tout mammifere transgenique non humain, 
ou toute cellule de mammifere transgenique non humain, comprenant dans leur 
genome au moins une sequence nucleotidique decrite ci-dessus, codant pour des 
anticorps anti-molecules tels que decrits ci-dessus, et plus particulierement pour 
des anticorps anti-al,3GT susmentionnes. 

L' invention a plus particulierement pour objet tout mammifere 
transgenique non humain, ou toute cellule de mammifere transgenique non 
humain, tels que decrits ci-dessus, comprenant dans leur genome au moins une 
des sequences nucleotidiques representees par SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 11, 
SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 15 et SEQ ID NO 17, ou au moins une sequence 
derivee ou fragment tels que definis ci-dessus, desdites sequences 
nucleotidiques. 

Avantageusement, les mammiferes transgeniques non humains, selon 
r invention sont tels qu'obtenus par introduction, notamment par microinjection, 
dans un ovocyte feconde, d'au moins une sequence nucleotidique telle que 
definie ci-dessus, codant pour un anticorps anti-molecules tel que defini ci- 
dessus, et plus particulierement d'au moins une des sequences nucleotidiques 
representees par SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 13, SEQ NO 15 
et SEQ ID NO 17, ou leur sequence derivee ou fragment tels que definis ci- 
dessus, et insertion de l'embryon dans la rnatrice d'une mere de substitution et 
developpement de l'embryon a terme. 

V invention a egalement pour objet tout mammifere transgenique non 
humain defini ci-dessus, tel que produit par croisement d'animaux transgeniques 
exprimant au moins une sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus, 
codant pour un anticorps anti-molecules, et plus particulierement au moins une 
des sequences nucleotidiques representees par SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 11, 
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SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 15 et SEQ ID NO 17, ou leur sequence derivee ou 
fragment tels que definis ci-dessus. 

A titre d'illustration, les mammiferes transgeniques non humains, selon 
T invention, peuvent etre obtenus selon la methode decrite dans I'article de 
DePamphilis M.L., et ah, 1988. 

Parmi les mammiferes transgeniques non humains susceptibles d'etre 
obtenus dans le cadre de la presente invention, on peut citer la souris, le rat, le 
pore ou le lapin. 

L* invention a plus particulierement pour objet les pores transgeniques 
contenant dans leur genome au moins une des sequences nucleotidiques 
representees par SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 
15 et SEQ ID NO 17, ou leur sequence derivee ou fragment tels que definis ci- 
dessus. 

L' invention concerne egalement les cellules cultivees a partir des animaux 
transgeniques non humains tels que decrits ci-dessus. 

L 1 invention a egalement pour objet les organes de mammiferes non 
humains, et plus particulierement les organes de pore, notamment les reins, le 
foie, le pancreas ou le coeur, comprenant dans le genome des cellules les 
constituant au moins une sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus, 
codant pour un anticorps anti-molecules, et plus particulierement d'au moins une 
des sequences nucleotidiques representees par SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 11, 
SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 15 et SEQ ID NO 17, ou leur sequence derivee ou 
fragment tels que definis ci-dessus, lesdits organes etant tels qu'obtenus par 
prelevement sur des mammiferes transgeniques non humains selon V invention. 

L' invention concerne egalement tout polypeptide comprenant la sequence 
d'acides amines telle que representee par SEQ ID NO 6 (correspondant a 
l'isoforme 3 de l'ai,3GT) ou SEQ ID NO 8 (correspondant a risoforme 4 de 
r<xl,3GT), ou tout polypeptide contenant tout fragment d'au moins environ 6 
acides amines, de Tune des susdites sequences d'acides amines, ledit 
polypeptide contenant ce fragment etant susceptible de generer des anticorps 
reconnaissant Tune au moins des quatre isoformes de l'al,3GT, ou comprenant 
toute sequence derivee de ces dernieres, notamment par addition, suppression ou 
modification d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que la sequence 
derivee soit susceptible de generer des anticorps reconnaissant l'une au moins 
des quatre susdites isoformes. 

L' invention a egalement pour objet les sequences nucleotidiques 
comprenant les sequences representees par SEQ ID NO 5 et SEQ ID NO 7, ou 
toutes sequences derivees, notamment les sequences derivees par degenerescence 
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du code genetique, et etant neanmoins capables de coder pour les polypeptides 
represents par les sequences en acides amines representees par SEQ ID NO 6 
et SEQ ID NO 8 respectivement, ou les sequences derivees par addition, 
suppression ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, ou tout fragment des 
sequences nucleotidiques susmentionnees ou de leur sequences derivees, lesdites 
sequences derivees et lesdits fragments etant susceptibles de coder pour un 
anticorps susceptible de reconnaitre Tune au moins des isoformes de l'al,3GT. 

L* invention concerne egalement tout vecteur, notamment plasmide, 
comprenant au moins une sequence nucleotidique codant pour les sequences 
representees par SEQ ID NO 5 ou SEQ ID NO 6, ou par une sequence derivee 
ou fragment ce ces dernieres, tels que definis ci-dessus, ainsi que les elements 
necessaires a I'expression des isoformes de ral,3GT codees par lesdites 
sequences nucleotidiques. 

L' invention vise egalement tout hote cellulaire transforme par un vecteur 
tel que decrit ci-dessus, ainsi que tout procede de preparation des isoformes 3 et 
4 susmentionnees de l'<xl,3GT par mise en culture dudit hote cellulaire dans un 
milieu de culture approprie, et separation desdites isoformes des autres 
constituants du milieu de culture. 

L' invention a plus particulierement pour objet toutes sequences 
nucleotidiques avantageusement obtenues par sequenfage des ADNc codant pour 
les anticorps diriges contre les isoformes 3 et 4 susmentionnees de Tal,3GT s 
ces ADNc provenant de clones cellulaires selectionnes pour leur capacite a 
produire lesdits anticorps, la selection desdits clones cellulaires etant effectuee a 
1'aide de 1'isoforme 3 et/ou 4 de l'al,3 GT (a savoir des polypeptides 
represents par SEQ ID NO 6 et SEQ ID NO 8, respectivement) utilisees en tant 
que molecules cibles reconnues par lesdits anticorps, lesdits clones cellulaires, 
etant eux-memes obtenus par transformation de cellules, notamment de bacteries 
ou de phages, avec des sequences nucleotidiques provenant d'une banque 
d'ADNc codant pour des anticorps, telle que la banque susmentionnee decrite 
par Nissim et al., 1994, ou provenant d'hybridomes obtenus selon la technique 
indiquee ci-dessus par immunisation d'un animal avec ladite isoforme 3 ou ladite 
isoforme 4 de l'al,3GT. 

L 1 invention a egalement pour objet toute methode, notamment 
chirurgicale, de traitement de patients necessitant une greffe de cellules ou 
d'organes, par implantation desdites cellules transgeniques selon Tinvention 
dans des tissus appropries dudit patient, ou par suppression de I'organe 
defectueux du patient et remplacement de cet organe defectueux par un organe 
de mammifere non humain transgenique selon T invention. 
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L' invention sera davantage illustree a Taide de la description detaillee qui 
suit de I'obtention des differentes isoformes de l'al,3GT de pore, ainsi que de 
la transformation de cellules animates a ['aide de sequences nucleotidiques 
codant pour des anticorps anti-ctl,3GT selon 1'invention, et de procedures 
d'obtention d'animaux transgeniques selon 1'invention. 

[ - Obtention des differents isoformes de l'a.1,3 GT 

1) Procedures experimentales 

a) Cellules et tissus 

Les organes porcins ont ete obtenus a partir de pores d'environ 200 a 300 
kg. L'isolement enzymatique et la culture des cellules endothelials aortiques de 
pore (PAEC) ont ete realises selon la methode decrite dans 1' article de Warren, 
1990. Les PAEC sont stimulees avec 100 U/ml de TNFot humain (Genzyme, 
Cambridge, USA) en presence ou non delO fig/ml de cycloheximide. 

b) Oligonucleotides 

Les oligonucleotides suivants ont ete utilises : 

- oligonucleotide 1 

5 ' - AGG AAGAGTGGTTCTGTC-3 ' hybridant aux nucleotides 24 a 41 de la 
sequence SEQ ID NO 1, 
-oligonucleotide 2 

5 ' -GTT ATGGTC ACG ACCTCT-3 ' hybridant aux nucleotides 323 a 306 de la 
sequence SEQ ID NO 1, 
-oligonucleotide 3 

5 ' -T AT AGAATTCGA AA AT A ATG A ATGTC A AAGGAAT AGTGGTTCTGTC 
-3' hybridant a un site EcoRI situe en amont des nucleotides 1 a 41 de la 
sequence SEQ ID NO 1, 

- oligonucleotide 4 

5 ' - AT AT A ACTAGTGGAAGCTCTCCTCTGTTG-3 1 hybridant aux nucleotides 
278 a 255 de la sequence SEQ ID NO 1, et introduisant une mutation de G en A 
dans la troisieme base du codon codant pour une proline, 

- oligonucleotide 5 

5 1 - ATAT ACTAGTGG ACTGGTTTAATC-3 ' hybridant aux nucleotides 275 a 
292 de la sequence SEQ ID NO 1, et introduisant la meme mutation de G26I en 
A comme dans le cas de I'oligonucleotide 4, 
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- oligonucleotide 6 

5 ' -G AGTC ACTTGTC ATCGTCGTCCTTGTAATCGATGTT ATTTCTA ACCA 
AATT-3' hybridant aux nucleotides 1105 a 1123 de la sequence SEQ ID NO 1, 
et additionne en phase a un oligonucleotide codant pour un peptide FLAG 
(Kodak, New Haven, USA) un codon stop et un site XhoL 

c) clonage et construction 

Un clone d'ADNc al,3GT de 2 Kb (pCDNA-aGT) a ete isole d'une 
banque d'ADNc construite dans le vecteur pCDNA-1 (Invitrogen, Leek, Pays- 
Bas) par hybridation de transfert en utilisant une sonde PGR amplifiee avec les 
amorces 1 et 2 (derivees de la sequence publiee dans Particle de Sandrin et al., 
1994. Ce clone correspond a celui de I'isoforme n° 2. 

Les isoformes 1, 3 et 4 de ral,3GT porcine ont ete isolees par 
amplification par PCR d'une region comprenant les exons 4 a 7 avec les 
amorces I et 2, en utilisant TARN retro-transcript des PAEC. Les fragments 
amplifies sont traites par la polymerase de Klenow, pour obtenir des extremites 
franches, et clones dans le site Smal du plasmide pUC18. Trois clones contenant 
des fragments de 300, 237 et 201 pb ont ete obtenus et utilises en tant que 
matrice pour introduire, par amplification PCR secondaire, un site EcoRI a 
I'extremite 5' (avec l'oligo 3) et un site Spel dans l'exon 7 (avec 1'oligo 4). 
L* introduction de ce site Spel ne modifie pas la sequence en acides amines. Les 
produits de PCR ont ete ligues dans un plasmide pKS digere par EcoRI-Spel. La 
partie 3' restante de la sequence codante a ete amplifiee par PCR a partir du 
clone pCDNA-aGT avec les amorces 5 et 6, traitee pour obtenir des extremites 
Tranches et clonee dans le site EcoRV d'un plasmide pKS. A partir de ce 
plasmide recombinant, un fragment Spel portant la region codante du nucleotide 
262 a 1125, en phase avec une sequence FLAG (contenue dans 1* oligonucleotide 
6), a ete isolee et clonee dans les sites Spel des plasmides pKS contenant les 
regions 5' variables. Les construits resultant ont ete controles par sequen^age, et 
les fragments EcoRI, contenant les sequences codantes entieres ont ete sous- 
clones dans le vecteur d 'expression encaryotique pCDAAS-neo conduisant 
l'expression du transgene sous controle du promoteur du CMV. L'isoforme 2 de 
1'aGT porcine a ete isolee de la meme maniere, en utilisant le clone pcDNA-ot 
GT comme matrice initiale. 
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d) transfection de cellules 

Des cellules HeLa cultivees en RPMI - 10 % FCS ont ete traitees par la 
trypsine, resuspendues a raison de 5.10^ cellules/ml dans un milieu glace et 
melangees avec 20 ^g/ml d'ADN plasmidique portant le transgene et un gene de 
resistance a la neomycine. Les cellules ont ete traitees par electroporation a 250 
V, 350 ^F, laissees dans la glace pendant 10 mn et ensemencees a raison de 
2000 cellules/cm 2 . Apres 24 h, 500 jzg/ml G418 ont ete additionnes et les 
cellules ont ete cultivees pendant deux semaines. Les clones ont ete isoles et 
cultives en presence de G418. 

e) immunofluorescence 

Les clones de cellules HeLa exprimant une des quatre isoformes de La 
1,3GT ont ete ensemencees sur des lamelles a 4 chambres pour microscope 
(Nunc, Rookilde, Danemark), pour Tanalyse de l'expression des epitopes 
a-galactosyl sur les membranes cellulaires. Deux jours apres 1'ensemencement, 
•les cellules ont ete lavees deux fois avec du PBS, fixees pendant 10 mn a 
temperature ambiante avec du paraformaldehyde 3 %, lavees encore et incubees 
pendant une heure a temperature ambiante avec l'isolectine B4 - FITC de 
Banderaea simplicifolia (Sigma, St Louis, USA), dilution au 1.100 dans du 
PBS. Les lamelles ont ete lavees 4 fois dans du PBS avant montage. Pour la 
localisation subcellulaire, les cellules ont ete fixees avec du paraformaldehyde 3 
% et permeabilisees par trois incubations sequentielles de 5 mn avec 50 %, 100 
% et 50 % d'acetone glacee. Apres trois lavages avec du PBS/Tween-20 0,5 %, 
les cellules ont ete incubees avec l'anticorps anti-FLAG M2 (1:200 ; Kodak, 
New Haven, USA), puis incubees pendant une heure avec un anticorps 
secondaire d'ane anti-souris marque au FITC (1 : 500 ; Jackson, Baltimore, 
USA). Les preparations ont ete montees dans un fluide FA (Difco, Grayson, 
USA) et visualisees avec un microscope a epifluorescence Nikon. 

0 Analyses par transfert d'ADN (Northern blot) 

L'ARN cellulaire total a ete isote a partir de cellules cultivees et d'organes 
decrits par Zipfel et al... 1989. Dix /xg d'ARN total ont ete fractionnes sur un 
gel d'agarose/formaldehyde, transferes sur une membrane Hybond N 
(Amersham, Little Chalfont, UK) par action capillaire dans 20 X SSC pendant 
16 h et immobilises par reticulation aux UV. Les filtres ont ete pre-hybrides 
pendant 6 h dans une solution contenant 50 % de formamide, 5 X SSPE (0,18 
M NaCl, 10 mM phosphate de sodium, pH7,7, 1 mM EDTA), 5 X Denharfs, 
0,5 % SDS, et 100 jig/ml d'ADN denature de sperme de saumon. L'ARN lie 
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aux membranes a ete hybride avec des sondes d'ADNc marquees au P^2 
correspondant a la region codante de Tisoforme 1 de ral,3 GT, a la P-actine 
porcine ou a TARN 28S. L'hybridation a ete realisee pendant une nuit a 42°C 
dans une solution de pre-hybridation contenant 10^ cpm/ml d'une sonde. Les 
filtres ont ete laves deux fois dans 2 X SSPE, 0,5 % de SDS a temperature 
ambiante pendant 15 mn, et trois fois dans 0,5 X SSPE, 0,5 % SDS a 65 °C 
pendant 15 mn. L'hybridation a ete visualisee et les signaux quantifies avec un 
dispositif phosphorimage (Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA). 

g) test de protection a la RNase 

Les tests de protection a la RNase ont ete realises selon la methode decrite 
par Melton et al., 1984. Deux sondes d'ARN, complementaires des exons 5 et 
6, et des exons. 4 et 7, ont ete preparees de la maniere suivante : deux 
fragments EcoRI-Spel, correspondant aux nucleotides 7 a 266 du clone aG Tiso 
1, et aux nucleotides - 7 a 174 du clone ocGT iso4 (Fig. 1) ont ete sous-clones 
dans les sites EcoRI-Spel des plasmides pKS. En utilisant TARN polymerase 
T7, les sondes d'ARN antisens ont ete synthetisees et du 32 P dUTP a ete 
incorpore. L'ADN plasmidique matrice a ete digere avec l'ADNase I, et 500 
000 cpm de chaque sonde ont ete hybrides pendant 16 h a 10 jig d'ARN total 
d'organes porcins ou de cellules dans 30 fi\ de tampon d' hybridation contenant 
80 % de formamide, a 50 °C. Les echantillons de controle contiennent 10 /xg 
d'ARN de levure. Les melanges d' hybridation ete dilues a 400 p\ avant 
1'addition de 5 /xg/ml de RNase A et 10 U/ml de RNase TL Apres 1 h a 30 °C, 
50 %g de proteinase K et de SDS a 0,5 % ont ete ajoutes. Le melange a ensuite 
ete extrait au phenol/chloroforme et precipite a l'ethanol. Les produits de 
digestion ont ete analyses sur des gels de polyacrylamide a 6 %. Les gels ont ete 
exposes pendant 16 h contre des films Kodak AR a - 80°C. 

2) Resultats 

a) Clonage de quatre isoformes de l'al,3GT 

Comme decrit precedemment, une banque d'expression d'ADNc porcin 
construite en utilisant TARN LLC-PK1 (Guerif et al, 1995), a ete criblee en 
utilisant une sonde correspondant a Textremite 5' de la sequence codante. Un 
clone d'ADNc, pcDNA-aGT, avec la region codante correspondant a une 
otl,3GT porcine deja decrite (Sandrin et al, 1994), a ete isole. Cette <xl,3 GT 
correspond a Tisoforme 2 representee par SEQ ID NO 4 et codee par la 
sequence SEQ ID NO 3. Ce clone pcDNA-aGT contient une region 3' non 
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traduite longue de 770 pb, une region codante de 1080 pb contenant les 
homologues porcins de ce qui a ete defini dans le cas de la souris comme etant 
les exons.. 4, et 6 a 9 (Joziasse et al., 1992) et une region 5' non traduite de 
150 pb. En utilisant des amorces adjacentes aux exons. 4 et 7, r amplification 

5 PGR de I'ADN des PAEC a ete realisee. Des produits d'amplification d'environ 
200 pb a 300 pb ont ete trouves, suggerant 1'existence de transcrits 
supplementaires. Trois produits differents ont ete clones, l'un deux etant 
identique a la sequence decrite par Strahan et al, 1995 (et designee ici comme 
etant l'isoforme 1, Fig. 1, a savoir l'isoforme representee par SEQ ID NO 2 

io codee par la sequence SEQ ID NO 1). En comparaison avec Tisoforme 2 
susmentionnee (provenant du clone pcDNA-aGT), il contient un segment 
supplemental de 36 pb apres le nucleotide 80. Un autre produit, l'isoforme 3, 
a savoir risoforme representee par SEQ ID N06 codee par la sequence SEQ ID 
N05, ne comporte pas un segment de 63 pb du nucleotide 117 au nucleotide 

15 179, et le dernier produit, l'isoforme 4, a savoir l'isoforme representee par SEQ 
ID NO 8, et codee par la sequence SEQ ID N07, ne comporte pas le segment 
de 36 pb du nucleotide 81 au nucleotide 116, et le segment de 63 pb du 
nucleotide 117 au nucleotide 179 (Fig. 1). La traduction des ARNm 
correspondant a chacun des transcripts identifies, predit la synthese de quatre 

20 formes du polypeptide <xl,3GT, de 372, 360, 351 et 339 acides amines qui 
different seulement dans la longueur de leurs regions "stem" (tiges) respectives. 
La situation decrite ici est comparable a celle decrite dans le cas de la souris 
(Joziasse et al., 1992), puisque quatre ARNm differents ont ete trouves, 
contenant les exons 5 et 6, ou contenant seulement l'exon 5 ou l'exon 6, ou ne 

25 contenant ni l'exon 5 ni l'exon 6. Les segments porcins de 36 pb et 63 pb 
correspondent bien aux exons 5 et 6 murins, a l'exception du fait que, dans la 
souris, l'exon 6 est long de 66 pb au lieu de 63 pb chez le pore (Fig. 1). 

b) Activite al,3GT des isoformes 

30 La presence ou Tabsence des exons 5 et 6 determine quatre variations de 

longueur dans la region stem de I'al,3GT. Cette region, localisee a l'interieur 
de Tappareil de Golgi, lie le signal d'ancrage transmembranaire au domaine 
luminal catalytiquement actif. Afin de verifier si les quatre isoformes definies 
par I'epissage alternatif des exons 5 et 6 sont catalytiquement actifs, des cellules 

35 HeLa humaines ont ete transformees avec des plasmides recombinants exprimant 
chacune des quatre isoformes de l'al,3GT porcine sous le controle du 
promoteur CMV. Le produit de cette enzyme sur les surfaces des cellules a ete 
analyse par immunofluorescence, en utilisant la lectine IB-4 reagissant 



2751346 



16 

specifiquement avec les residus Gala. L'epitope Gala pouvait etre detecte a la 
surface des cellules HeLa traduites avec les quatre isoformes de l'enzyme, 
comme le montre la liaison a la lectine IB-4 (Fig. 2), indiquant que ces 
isoenzymes possedent toutes une activite a-galactosyltransferase. Les niveaux 
d'expression des ARNm de l'al,3GT dans les clones HeLa-al,3GT de pore, 
ont ete controles par Northern blot, et sont legerement superieurs dans les 
clones contenant les isoformes 1 et 2, et legerement inferieurs pour le clone 
contenant les isoformes 2 et 3, par rapport au niveau trouve dans les PAEC. 

c) Localisation subcellulaire des isoformes ai,3GT 

La localisation Golgienne de Tal,3GT est due a la presence dans l'exon 4 
d'un domaine signal d'ancrage. Les variations de longueur dans la region stem, 
e'est-a-dire la presence ou l'absence des exons 5 et 6, peuvent egalement 
influencer la retention dans le Golgi (Dahdal et al., 1993) ou exposent un site de 
clivage sensible aux proteases sur certaines isoformes (Weinstein et al., 1987 ; 
Lammers and Jamieson, 1989, Shaper et al., 1986 ; Yadav and Brew, 1991). 
Afin de verifier si ces variations de la region stem de l'al,3GT pourraient 
modifier la localisation dans le Golgi, la localisation cellulaire des differentes 
isoformes a ete analysee. Les quatre vecteurs d'expression bases sur le CMV 
decrits ci-dessus, expriment les isoformes al,3 GT avec un marqueur FLAG 
fusionne a I'extremite C-terminale ce qui permet de detecter la proteine par 
immunofluorescence indirecte dans les cellules HeLa transferees avec un 
anticorps anti-FLAG. Comme observe par microscopie a fluorescence, les 
quatre isoformes sont localisees de fa^on similaire et forment une structure 
juxtanucleaire compacte correspondant a celle de Tappareil de Golgi (Roth et 
Berger, 1982). De fagon surprenante, alors que 100 % des cellules expriment 
l'enzyme, comme cela a ete mis en evidence par coloration uniforme obtenue 
avec la lectine IB4, l'enzyme n'est pas detectable sur la totalite de ces cellules 
en utilisant Tanticorps anti-FLAG. Cela peut etre due a une expression 
irreguliere de l'enzyme associee a une sensibilite limitee de 1'anticorps, ou a la 
reorganisation de 1'appareil de Golgi durant le cycle cellulaire. 

d) Expression des isoformes de l'al,3GT 

L'epitope Galal,3Gal, resultant de I'activite de l'al,3GT, n'est pas 
exprime de fag:on homogene dans les tissus de pore (Oriol et al., 1993). Dans le 
but d'etudier ces variations au niveau enzymatique, le niveau des transcripts a 
l,3GT a ete etudie par Northern blot, et la distribution des isoformes a ete 
etudiee par test de protection a la RNase. 
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L'analyse par Northern blot montre I'expression dans tous les tissus 
etudies, mais avec une difference frappante entre les tissus. Les reins 
contiennent environ 50 % de ce que Ton trouve dans la rate, le thymus 40 % et 
ie coeur et les ovaires, 20 a 25 %. Les poumons et le foie contiennent moins de 

5 10 % de ce qui a ete trouve dans la rate. La stimulation des cellules 
endotheliales avec les cytokines inflammatoires induit une augmentation de la 
regulation ou la synthese de beaucoup de genes, dont les molecules d'adhesion, 
a savoir les molecules liees a rinflammation et la coagulation. Une 
augmentation de la regulation de l'al,3GT n'a jamais ete decrite dans les 

o cellules endotheliales. En utilisant des PAEC stimulees pendant 6 heures avec 
100 U/ml de TNFa humain, une augmentation de deux fois le niveau global 
d'ARNm codant pour I'al,3GT a ete observee. L'incubation des PAEC en 
presence de cycloheximide augmente egalement le niveau d'ARNm codant pour 
l'al,3GT probablement par stabilisation du messager. De fa^on surprenante, la 

5 stimulation par TNFa + cycloheximide ne conduit pas a une augmentation du 
niveau de 1'ARNm codant pour l'al,3GT. mais plutot a une legere diminution.. 
Cet effet est peut-etre relie a la decouverte du fait que la cycloheximide facilite 
l'apoptose due au TNFa conduisant a une diminution de la regulation de 
certains antigenes (Malorni et aL, 1993). 

o L'expression des isoformes de I'al,3GT a ete analysee par test de 

protection a l'ARNase dans les tissus de pore. Deux sondes antisens 
radiomarquees ont ete utilisees pour analyser les quatre especes d'ARN 
identifies . 

Le transcript de I'ARNm de I'isoforme 1 hy bride avec un fragment de 
5 273 pb sur la sonde 1 correspondant a une sequence delimitee par les 
nucleotides 7 a 266 sur le transcript (les numeros des nucleotides correspondent 
a la sequence representee sur la figure 1, isoforme 1). L'hybridation de la sonde 
1 avec I'ARNm codant pour I' isoforme 2 conduit a un fragment de 87 pb 
delimite par les nucleotides - 7 a 80, et un fragment plus grand de 150 pb 
0 delimite par les nucleotides 117 a 266. L'hybridation de la sonde 1 avec 
I'ARNm codant pour I'isoforme 3 conduit a un fragment de 123 pb delimite par 
les nucleotides - 7a 116 et un plus petit fragment de 87 pb delimite par les 
nucleotides 180 a 266. L'hybridation de la sonde 1 avec I'ARNm de I'isoforme 
4 de l'al,3 GT conduit a deux fragments de 87 pb delimites par les nucleotides 
5 - 7 a 80 et par les nucleotides 180 a 266. La deuxieme sonde, sonde 4, est un 
fragment d'ARNm de 174 pb correspondant a I'isoforme 4. II est entierement 
protege par I'ARNm codant pour Tisoforme 4, et conduit a deux fragments de 
87 pb avec les isoformes 1, 2 et 3. 
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Les fragments de sonde proteges par les ARNm codant pour les isoformes 
1, 2 et 3 sont ceux de 273, 150 et 123 pb, respectivement, la sonde 4 protegee 
par I'ARNm codant pour I'isoforme 4 conduit a une bande de 174 pb. La 
repartition des produits de transcription differe d'un tissu a un autre : dans le 
rein, I'isoforme 3 seule est exprimee, alors que dans les ovaires, seule 
I'isoforme 4 est exprimee. Dans le coeur, les poumons et la rate, on trouve les 
isoformes 1 et 2, alors que les isoformes 2 et 4 sont trouvees dans le foie. Les 
cellules endothelials expriment les isoformes 1, 2 et 4. Dans les thymus, on 
peut observer les 4 isoformes. 



II - Transformation de cellules animales a I'aide de sequences 
nucleotidiques codant pour des anticorps anti-aL3 GT selon 1' invention 

1) Materiels et methodes 

a) Banques d' ADNc, cellules et plasmides : 

La banque d'ADNc provient de cellules epitheliales porcines LLC-PK1. 
Elle est construite dans le vecteur pCDNA-1. Les souches bacteriennes utilisees 
sont: E. coli-TGl sup E, E. ra/i-XL-1, SURE, M15, MC 1061/P3, et DH5a. 
Le plasmide d'expression procaryote pQE-30 vient de Qiagen. Le plasmide 
d'expression eucaryote pCDAAS-9, contient un gene de resistance a la 
neomycine et entraine la transcription d'ADNc qu'il porte sous le controle du 
promoteur du cytomegalovirus. La banque d'immunoglobulines humaines ScFv 
est construite dans le plasmide pHEN-1 et a ete utilisee comme decrit dans 
1' article de Nissim et al. f 1994. La preparation des phages recombinants est 
egalement decrite 

b) Systeme d'expression recombinante et purification : 

Le systeme de production et de purification de l'al,3GT recombinante 
provient de Qiagen. La transcription a ete induite par culture des E.coli~M15 
transformees par l'ADNc de Tenzyme avec 2mM IPTG, pour 5 heures. La 
proteine recombinante dans le lysat cellulaire a ete alors purifiee sur une 
colonne echangeuse d'ions, en conditions denaturantes. La proteine purifiee a 
ete dialysee en PBS et stockee a -20°C jusqu'a son utilisation. 



2751346 



19 

c) ELISA : 

Des plaques de microtitration (Nunc) ont ete glacees une nuit a 4°C avec 
5 tx/ml de proteine od,3GT purifiee, en tampon carbonate a pH 9,5. Elles ont 
ensuite ete saturees 2li a 37°C en 2% lait ecreme, puis incubees 2h, 37°C avec 
une suspension de phages recombinants exprimant un fragment ScFv d'anticorps 
provenant de la banque ScFv. Apres lavage, les plaques ont ete incubees lh, 
37°C avec un anticorps anti-phage M13 marque a la peroxydase (Pharmacia), 
dilue 1/500. La revelation a ete effectuee par reaction de la peroxydase avec de 
la diaminobenzidine en presence d'eau oxygenee. 

d) Transfection et cellules porcines : 

Des cellules de pore LLC-PK1 ont ete transferees avec des plasmides 
pCDAAS portant l'ADNc de clones anti-otl,3 GT positifs. La transfection a ete 
realisee par electroporation d'un melange de 500.000 cellules et de 20 /ig 
d'ADN plasmidique, a 250V et 350/xF. Les clones ont ete selectionnes par 
culture de 15 jours en presence de 1500 /x/ml de neomycine (G418), isoles a 
I'aide d'anneaux de clonage et cultives separement en presence de G418 jusqu'a 
1'analyse. 

e) Immunofluorescence et cytofluorometrie : 

Les cellules ont ete marquees par l'isolectine B4 de Bandeiraea 
simplicifolia marquee a la fluorescein (IB-4-FITC, Sigma), lectine specifique 
des structures ot-galactose: les cellules ont ete lavees a 4°C en PBS-2%BSA, 
incubees a 4°C pendant 30 mn. avec 20 /xg/ml IB-4-FITC, relavees 3 fois et 
analysees par cytofluorometrie en utilisant un FACS-can (Becton Dickinson). 

0 Sequence : 

Les reactions de sequence ont ete effectuees avec la D-taq (Amersham), en 
utilisant comme amorces deux oligonucleotides situes dans la partie 5' du 
segment VA3. Oligo 1, permettant la lecture de la partie 5' de l'ADNc 5'- 
TTCTGAGGCTGTCTCCTT-3' . Oligo 2, permettant la lecture de la partie 3' 
de l'ADNc 5 '-ATCGTCTGAGCTGACTCA-3' . 

g) Ciblage moleculaire des ScFv anti-al,3-GT dans le Golgi : 
Dans le but de faire exprimer les anticorps ScFv dans le meme 
compartiment cellulaire que Tal t 3 GT, e'est-a-dire dans le Golgi, des 
sequences signal et de retention golgienne ont ete ajoutees aux clones ScFv, en 
N-terminal et en C-terminal, respectivement. Les sequences signal et de 
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retention choisies ont ete adaptees a partir des donnees rapportees par 
Richardson et al., 1995. Elles ont ete introduites par amplification PCR des 
clones ScFv de depart, a 1'aide d'amorces contenant l'ADNc de ces sequences, 
et des sites de restriction pour le clonage. La sequence de ces amorces est la 
suivante : 

- amorce encodant la sequence signal : 

5 ' -TTTG A ATTC ATGG A A AGGC ACTGG ATCTTTCTCTTCC AGGT 
GCAGCTGGTGCAG-3'. 

- amorce encodant la sequence de retention golgienne: 

5 ' -TTTCTCG AGTTATT AC AGCTCGTCCTTTTCGCTACCTAGGA 
CGGTGC AGCTT-3 ' . 

2) RESULT ATS 

a) Clonage de l'al,3GT de pore 

Un fragment de 313bp correspondant a 1'extremite 5' de l'ADNc de l'a 
1,3GT de pore a ete amplifie par RT-PCR a partir d'ARN de cellules 
endothelials aortiques de pore. Ce fragment a servi de sonde pour le clonage de 
l'ADNc entier dans une banque de cellules epitheliales de pore exprimee en E. 
Coli MC1061- P3, dans le plasmide pCDNA-L Le clone isole mesure environ 
2Kb, comporte une partie 5' non codante de 147 pb suivie d'une phase ouverte 
de lecture de 1104 pb et d'une partie 3' non codante d'environ 750 pb. II 
correspond a I'isoforme de 1'enzyme dont I'exon 5 est absent (a savoir 
Tisoforme 2 representee par SEQ ID NO 4). L'ADNc porcin isole est 
fonctionnel car il confere une activite al,3GT a des cellules Cos, naturellement 
depourvues de cette activite, apres transfection. Cette activite peut etre 
demontree par ['acquisition d'une reactivite avec l'isolectine B4 de Bandeiraea 
simplicifolia, marquant specif iquement les residus ct-galactosyles. 

b) Expression proteique de l'al,3GT recombinante. 

La partie codante de l'al,3GT a ete sous-clonee par PCR dans le vecteur 
d'expression procaryote pQE30 (Quiagen), en fusion en 5 f avec une queue de 
six histidines servant a la purification de la proteine recombinante sur une 
matrice chargee (Ni-NTA). Le clone ainsi obtenu a ete entierement sequence 
pour s'assurer de l'absence de mutations par rapport au clone de depart, qui 
auraient pu etre introduites lors de ramplification PCR. Le plasmide pQE30-<x 
1 ,3GT a ete introduit dans E. Coli M15 et la proteine recombinante produite in 
vitro par induction de la transcription a TIPTG, et purifiee. 
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c) Production d'anticorps ScFv anti-al,3GT 

La banque d'immunoglobutines (Ig) hurnaines est constitute par 50 
sequences de parties variables de chaines lourdes d'lg en configuration 
germinale, associees a un peptide contenant de 4 a 12 acides amines aleatoires, 
codant par la partie CDR3 de la chaine lourde, et inserees dans le phagemide 
pHENl-VX3, en fusion avec la partie plasmidique codant pour la proteine g3p 
de I'enveloppe phagique. Les phages pouvant etre derives de ces plasmides 
expriment done un fragment (ScFv) d'lg fonctionnel en fusion avec une proteine 
d'enveloppe, et se comportent, au niveau de leur proprietes de reconnaissance 
d'un antigene, comme l'lg dont ils expriment la sequence. Les phages derives de 
cette banque d'lg ont fait l'objet de 4 tris successifs par "panning" sur la 
proteine recombinante purifiee, comme decrit dans Nissim et al. , 1994 

d) Test ELISA de la positivite des anticorps ScFv anti-ctl,3GT. 
Quatre-vingt-seize colonies individuelles de bacteries E. Coli-TGl supE 

contenant chacune un clone pHENl-ScFv ont ete isolees, de maniere aleatoire, 
apres les 4 cycles d'enrichissement a rencontre de la proteine od,3GT. Ces 
colonies ont ete cultivees une nuit dans 200/xl de milieu LB, en plaque de 
microtitration. Le surnageant, contenant des phages exposant sur leur enveloppe 
1 a 3 molecules de fragment ScFv d'anticorps, a ete teste par ELISA pour 
mesurer la reactivite relative des differents clones a I'encontre de l'al,3GT. Sur 
les 96 clones testes, 15 montraient une reactivite superieure a trois fois le niveau 
du controle (Figure 2). Les six clones les plus positifs ont ete reamplifies et des 
phages purifies ont ete prepares a partir de 500 ml de surnageant de bacteries 
TG-1. Les phage purifies, et concentres par precipitation et resuspension en PBS 
ont un titre superieur a 10^ cfu/ml. Cette preparation de phages concentres a 
ete re-testee en ELISA. Les resultats, montres a la figure 2, reproduisent l'ordre 
de reactivite observe dans la Fig. 2. 

e) Sequence de TADNc des fragments d'anticorps ScFv anti-cd,3GT 

Les clones ScFv anti-al,3GT selectionnes ont ete sequences pour 
s'assurer de la non introduction d'erreurs lors du sous-clonage par PCR et pour 
determiner les associations chaine lourde genomique-peptide aleatoire (de 4 a 12 
acides amines)-chaine legere VX3 qui produisent un anticorps reactif a 
Tencontre de l'al,3GT. Sur les six sequences analysees, deux sont identiques 
(n° 2 et 6), et deux ne different que par deux acides amines dans la partie CDR3 
(n° 1 et 5). La sequence n° 3 presente un codon ambre (codon reconnu comme 
un stop traductionnel dans un systeme eucaryote, rnais considere comme une 
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glutamine dans la souche E. coli-TGl supE utilisee pour le clonage) a la 
jonction CD3-peptide linker reliant les chaines lourdes a la chaine legere VA.3. 
Un codon stop a cette position est une consequence previsible de ['association 
aleatoire des fragments d'ADNc qui se produit lors de la fabrication de la 
banque ScFv. Le remplacement du nucleotide T en position 313 par un C 
permet d'obtenir un codon correspondant a une glutamine en position 105 (voir 
SEQ ID NO 13). Les chaines lourdes (designees sequences VH) selectionnees 
ainsi que la sequence des regions CDR3 sont decrites dans le tableau I; la 
sequence de clone ScFvl correspond a la sequence representee par SEQ ID NO 
9, la sequence du clone ScFv2 et celle du clone ScFv6 correspondent a la 
sequence representee par SEQ ID NO 11, la sequence du clone ScFv3 
correspond a la sequence representee par SEQ ID NO 13, la sequence du clone 
ScFv4 correspond a la sequence representee par SEQ ID NO 15 et la sequence 
du clone ScFv5 correspond a la sequence representee par SEQ ID NO 17. 



Tableau 1 



Clone n° Segment VH Sequence CDR3 

ScFvl DP - 25 Ser - Gly - Met - Phe 

ScFv2 DP - 5 Pro - Glu - He - Asp - Gin 

ScFv3 DP - 2 1 Ser - Asn - Asp - Pro - Ala - 

Asp - Glu 

ScFv4 DP - 5 1 Ala - Trp - Arg - Thr - Asp 

ScFv5 DP - 25 Ser - Gly - Val - Tyr 

ScFv6 DP - 5 Pro - Glu - He- Asp - Gin 



Sequences VH d'origine genomique et CDR3 des anticorps synthetiques 
speciftques de l'ctl,3GT porcine: Les sequences nucleotidiques des clones ScFv 
selectionnes en ELISA pour leur affinite a l'encontre de I'al,3GT de pore ont 
ete effectuees. Le tableau montre les sequences des troisiemes regions de 
complementarite des anticorps (CDR3). La nomenclature des segments variables 
des chaines lourdes en configuration germinale est celle utilisee dans Tomlinson 
et al., 1992. 
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g) Evaluation de I'efficacite de 1' immunisation intracellulaire 
Les ADNc codant pour les anticorps anti-al,3GT n° 1 a 6, natifs ou 
possedant les sequences signal et de localisation golgienne, ont ete sous-clones 
dans le vecteur d'expression eucaryote pCDAAS, sous le controle du promoteur 
de CMV. Pour tester la consequence de I'expression des ScFv anti-al,3GT sur 
la diminution de I'expression de Tepitope a-galactosyl sur la membrane des 
cellules de pore, des cellules LLC-PK1 ont ete transferees avec les differents 
plasmides pCDAAS-ScFv, et des clones ont ete isoles. La presence de I'epitope 
xenoantigenique a-galactosyl a ete evaluee en immunofluorescence avec la 
lectine IB4-FITC (specifique du galactose branche en configuration a), en 
comparaison avec les memes cellules, non transferees. Les resultats montrent 
que 1' anticorps ScFv n° 2 (a savoir celui represente par SEQ ID NO 12) 
encodant la sequence VH DP-5, associee une partie CD3 artificielle composee 
des acides amines PEIDQ, reliee a la sequence VA.3, sans adjonction de 
sequences signal et de retention golgienne, lorsqu'il est exprime dans une cellule 
de pore, entraine jusqu'a 95% de diminution de I'expression du galactose 
branche en configuration a. En effet, la fluorescence moyenne des cellules 
LLC-PK1- est de 465 unites lorsque le marquage est realise avec 20 fxg/ml IB-4- 
FITC, et elle tombe a 49 unites pour le clone LLC-PKl-ScFv6. 

En conclusion, dans le contexte de la xenotransplantation, la possibility 
d'inhiber dans une cellule de pore I'expression de l'<xl,3GT en utilisant cette 
technique, conduit a des applications tres claires : la disponibilite de pores 
transgeniques n'exprimant pas ou peu d'epitopes a-galactosyl, consequence de 
I'inhibition de l'al,3GT, et exprimant un inhibiteur du complement humain, 
comme cela existe deja, permet d'effectuer des xenogreffes en evitant la reaction 
des cellules du greffon avec les anticorps et avec le complement du receveur 
humain. 

Les resultats qui sont presentes ci-dessus, montrent que des cellules 
d'origine porcine exprimant un anticorps ScFv anti-al,3GT peuvent etre 
obtenues, et que cette expression resulte en une diminution importante du niveau 
de xenoepitopes exprimes 

III - Anticorps monoclonaux anti-al,3GT 

La partie codante de l'al,3GT, isoforme n° 2 a ete sous-clonee par PCR 
dans le vecteur d'expression procaryote pQE30 (Quiagen), en fusion en 5' avec 
une queue de six histidines servant a la purification de la proteine recombinante 
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sur une matrice chargee (Ni-NTA). Le clone ainsi obtenu a ete entierement 
sequence pour s'assurer de Tabsence de mutations par rapport au clone de 
depart, qui auraient pu etre introduites lors de ramplification PCR. Le plasmide 
pQE30-al,3GT a ete introduit dans E. Coli M15 et la proteine recombinante 

5 produite in vitro par induction de la transcription a 1'IPTG. Apres purification, 
l'al,3GT a ete dialysee en PBS et injectee a une souris BALB/C a raison de 
3 injections de 40 /xg chacune tous les 15 jours. Les lymphocytes spleniques ont 
ete collectes et fusionnes avec l'hybridome de souris SP2-0. La selection des 
hybridomes secretant une immunoglobuline reconnaissant Tal,3GT s'est 

l() effectuee par test ELISA: des plaques de microtitration ont ete glacees avec 
lOmicrog/ml de proteine al,3GT recombinante, 16h a 4°C a pH 9.5, puis 
saturees 2h, 37°C avec PBS-BSA1%, Tween 20 0.5%. Les surnageants de 
hybridomes ont ete incubes lh, 37 °C et les anticorps immunoabsorbes reveles a 
Taide d'un anti-Ig marque a la peroxydase. Les hybridomes fournissant une 

15 densite optique au moins trois fois superieure au bruit de fond ont ete retenus. 

IV - Clonage d' anticorps ScFv (Single chain Fv) a partir d'hybridomes 

Le clonage de fragments d'immunoglobu lines sous forme de fragments 

20 ScFv est decrit dans Clackson et al. (1991)). En bref, de TARN est prepare a 
partir de 5x10** cellules d'hybridome, et TARN messager est selectionne sur 
oligo(dT)-cellulose. Un premier brin d'ADNc est synthetise comme suit : 10/xg 
d'ARNm sont incubes avec 20 pinoles des oligos VH1FOR ou VK1FOR 
(Clackson et al., 1991), 250 /xM de chaque dNTP t 10 m M DTT, 100 m M 

25 Tris.HCI (pH8.3) t 10 mM MgC^, et 140 mM KC1, 10 min. a 70°C, puis lh a 
42 °C en presence de 50 unites de Transcriptase Reverse. L' amplification par 
PCR des fragments VH et VL est realisee en melangeant 2 /xl de reaction RT 
avec 25 pmoles des amorces VH1FOR ou VK1FOR, et VH1BACK ou 
VK1BACK (Clackson et al.., 1991), 250 /xM de chaque dNTP, 67 mM 

30 Tris.HCI (pH 8.8), 17 mM (NH^SC^, 10 mM MgCl2, et 2 unites de Taq 
polymerase, pour 30 cycles d'amplification. Les fragments obtenus sont alors 
purifies et 1 fig de chaque sont melanges avec 300 ng de linker (gly4Ser)3, et 
amplifies par 7 cycles de PCR destines a relier les fragments. Les fragments VH 
et VL relies sont alors amplifies en 20 cycles avec les oligos VH1BACK et 

35 VK4FOR. Les fragments obtenus sont alors re-amplifies avec les oligos 
VH 1 B ACK-BamH 1 et VK4FOR-BamH 1 , digeres par BamHl et clones dans le 
vecteur d'expression eucaryote PCDAAS, sous le controle du promoteur CMV. 
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V -Voies d'action intracellulaire des anticorps anti-al,3GT 

Lc mecanisme moleculaire par lequel un anticorps exprime dans une 
cellule interfere avec la fonction d'une molecule portant le site antigenique 
contre lequel cet anticorps est exprime n'est pas elucide. Cependant, plusieurs 
explications ont ete proposees. Dans le cas de 1' inhibition de la reverse 
transcriptase de HIV (Maciejewski et al.. 1995), l'anticorps anti-RT n'est pas 
neutralisant dans un test in vitro, Les auteurs proposent que le complexe 
antigene/anticorps forme dans la cellule puisse bloquer steriquement le 
mouvement de Tenzyme le long de la molecule d' ARN, ou bien puisse modifier 
sa structure secondaire. Dans le cas de 1* inhibition de la chaine a du recepteur a 
l'IL-2 (Richardson et ah, 1995), un processus de degradation du complexe 
antigene/anticorps a ete propose. Ce processus semble non lysosomial, car la 
methionine methyl ester (un inhibiteur lysosomial) n'entraine pas 
d' accumulation du complexe. La degradation ne se produit pas non plus dans le 
compartiment Golgien car la brefeldin A (qui detruit le Golgi) est sans effet. La 
degradation se produit done precocement, sans doute au niveau du reticulum 
endoplasmique. Dans plusieurs cas ou la localisation intracellulaire de la 
molecule cible conditionne sa fonction, il est possible que l'anticorps 
intracellulaire retienne cette molecule dans un compartiment qui lui est etranger. 
Richardson et al. ont en effet rnontre que l'expression d'un anticorps anti-RT, 
retenu dans le reticulum endoplasmique par incorporation d'une sequence de 
retention KDEL, retient la RT dans ce compartiment. 

Dans le cas de l 1 inhibition de l'al,3GT par des anticorps ScFv, on peut 
supposer que : 1) soit les anticorps modulent l'activite de I'enzyme (par exemple 
en modifiant sa structure), 2) soit ils la retiennent dans un compartiment 
intracellulaire autre que le trans-Golgi (compartiment dans lequel le 
branchement de galactose en a 1,3 sur le galactose du N-acelyllactosamine est 
effectue), 3) soit ils entrainent la degradation du complexe antigene/anticorps 
par un mecanisme non elucide. II pourrait s'agir par exemple d'une 
ubiquitination suivie d'une degradation par le complexe proteasome. 

VI - Construction d'animaux transgeniques avec les ScFv proposes 

L'obtention d'animaux transgeniques pour un ScFv anti-al,3GT presente 
des interets en recherche et en clinique. Pour la recherche, la transgenese chez 
le rat convient particulierement car ses organes peuvent etre greffes chez le 
singe, ou ils subissent un rejet semblable au rejet de xenogreffe dans le rnodele 
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porc-primate Pour I 'utilisation therapeutique de greffons, le pore est Tanimal de 
choix. 

a) Transgenese chez le rat : 

Les embryons au stade unicellulaire sont obtenus a Tissue d'un protocole 
de super-ovulation applique a des rates de souche CD agees de 28 a 38 jours 
(Amstrong et Opavoky, 1988). Ce protocole permet d'obtenir de fa?on reguliere 
une moyenne de 40 a 50 embryons par femelle. La construction portant 1' ADNc 
codant pour l'anticorps anti-al,3GT (deux exemples de constructions pouvant 
etre utilisees sont montres sur les figures 4 et 5) est injectee a raison de quelques 
milliers de copies par embryon. Les embryons traites sont alors reimplantes 
dans la matrice. Les rats issus de ces embryons sont ensuite testes pour 
selectionner les animaux ayant effectivement incorpore dans leur genome l'ADN 
transgenique. Ces tests sont effectues au niveau de l'ADN et de TARN, que Ton 
peut detecter par hybridation avec une sonde ADN correspondant au transgene, 
et au niveau proteique. La detection de la proteine ScFv peut etre effectuee par 
reaction avec un anticorps anti Fab humain, ou par un anticorps anti-epttope, si 
l'ADNc ScFv est en fusion avec un ADNc codant pour un peptide portant cet 
epitope. 

b) Transgenese chez le pore : 

Des embryons fecondes au stade pronucleaire sont obtenus par 
laparotomie a partir des oviductes de truies matures agees de 7 a 10 mois, 
50 heures apres T induction de la superovulation et 20 a 26 heures apres 
I' insemination. Le Pronucleus, dans lequel est injecte l'ADN, est visualise par 
une centrifugation de 1'ovocyte a 15000 g pendant 3 minutes. Les resultats apres 
reimplantation d'ovocytes traites de cette manidre montrent que 10 % d'entre 
eux se developpent et donnent un animal, et que 15 % d'entre eux ont incorpore 
l'ADN transgenique, soit 1,5 % des ovocytes traites. Parmi ces animaux positifs 
quant a V integration d'ADN, 67 % expriment effectivement la proteine 
correspondant au transgene (White et al., 1994; Cozzi et White, 1995). 

Legendes des figures : 

- Figure 1 : 

Analyse des sequences des transcripts des isoformes de l'al,3GT de pore, 
et alignement sur une carte de transcript primaire murine. Les ADNc des 
isoformes 1, 3 et 4 ont ete clones a partir d'ARNm retrotranscripts et amplifies 
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par PCR provenant de PAEC et I'ADNc correspondant a 1'isoforme 2 a ete 
clone a partir d'une banque LLC-pKl, comme decrit ci-dessus. La sequence 
nucleotidique a ete determinee par utilisation de Sequenase (USB), et comparee 
par controle avec les sequences correspondant aux isoformes 1 et 2 decrites par 
Strahan et al., 1995 et Sandrin et al., 1994. Les numeros en gras sur le cote 
gauche de la figure correspondant aux isoformes 1 a 4. Les premieres bases des 
exons 5, 6 et 7 sont numerotees sur la sequence correspondant a Tisoforme 1. 
Les chiffres represents en italique indiquent le nombre de bases manquantes 
dans Texon episse correspondant. La carte primaire de transcription de la souris 
avec ses 9 exons, telle que decrite par Joziasse et al., 1992, est comparee avec 
les sequences des isoformes 1 a 4. 

La queue cytoplasmique (encadre noir) et la region transmembranaire 
(encadre avec lignes verticales) sont codees par Texon 4. Les regions d'origine 
(encadre grise) comprend les exons 5 et 6. Les exons 5 et 6 sont episses 
alternativement chez la souris et le pore. Le domaine catalytique est code par les 
exons 7, 8 et 9. 

- Figure 2 : 

Reactivite mesuree par ELISA de preparations non purifiees de phages 
correspondant a 15 clones reconnaissant la proteine al,3GT: Quatre vingt seize 
colonies individuelles de bacteries TGI contenant un clone pHEN-l-ScFv, 
preselectionnees par une procedure d'enrichissement decrite dans Nissim et al., 
1994, ont ete cultivees et leur surnageant (contenant les phages exprimant 
1'anticorps) teste en ELISA comme decrit dans Materiels et Methodes ci-dessus. 
Les 15 surnageants positifs (numerotes I a 15) sont represents en abcisse sur la 
figure. Le controle negatif (-) est constitue d'un blanc et le controle positif (+) 
par la mesure de la densite optique obtenue par la reaction d'un phage M13 
(Pharmacia) sur une IgG de souris anti-phage M13 (Pharmacia) deposee sur la 
plaque. Les valeurs de densite optique (DO) sont indiquees en ordonnee. 

- Figure 3 : 

Reactivite mesuree par ELISA de phages purifies correspondant a 6 clones 
reconnaissant la proteine ctl,3GT: Les six clones les plus positifs dans r ELISA 
ci-dessus (Fig. 2) ont ete amplifies en vue de la preparation de phages purifies. 
Les phages purifies et concentres ont ete re-testes en ELISA, de maniere 
similaire a ce qui est decrit dans la figure 2. Ces phages ont ete testes a une 
dilution de 1 a 1/8. Les dilutions effectuees sont representees en abcisse, et la 
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densite optique (DO) mesuree est indiquee en ordonnee. la courbe corespondant 
au controle positif passe par des points represents par des croix, celle 
correspondant au phage contenant ScFvl (M13-ScFvl) passe par des points 
representes par un point noir au centre de carres blancs, celle correspondant au 

5 phage contenant ScFv2 (M13-ScFv2) passe par des points representes par des 
losanges noirs, celle correspondant au phage contenant ScFv3 (M13-ScFv3) 
passe par des points representes par des points representes par un point blanc au 
centre de carres noirs, celle correspondant au phage contenant ScFv4 (M13- 
ScFv4) passe par des points representes par des losanges blancs, celle 

hi correspondant au phage contenant ScFv5 (M13-ScFv5) passe par des points 
representes par des carres noirs, celle correspondant au phage contenant ScFv6 
(M13-ScFv6) passe par des points representes par des carres blancs, le blanc 
etant represente par un rond noir. 

1 5 - Figure 4 : 

Cet exemple de construction consiste en l'utilisation du promoteur du 
CMH-1 de souris H-2Kb, permettant 1'insertion du transgene (ADNc ScFv ; 
0,7Kb) entre la partie promotrice proprement dite (promoteur H-2kb ; 4Kb) et 
une serie d'introns/exons (5,5 Kb) appartenant au gene H-2Kb, cette serie etant 

20 suivie par pA SV40 de 0,3 Kb. Ces introns contiennent des sequences 
regulatrices permettant d'obtenir une bonne activite du promoteur, et done une 
bonne expression du transgene. Le promoteur H-2Kb permet une expression 
constitutive et ubiquitaire de l'ADNc dont il controle Texpression (Kimura et 
aL, 1986; Byrne etal., 1995). 

- Figure 5 : 

Cet exemple de construction consiste en Tutilisation du minigene DAF 
(Cozzi et al., 1996), dont l'efficacite a deja ete demontree en transgenese chez le 
pore. De maniere analogue a la construction H-2Kb, ce minigene place l'ADNc 
30 ScFv (0,7 Kb) sous le controle du promoteur du DAF, lui-meme controle par 
des sequences introniques (I'ensemble constitue par le promoteur DAF, les 
exons et les introns representant 4,6 Kb), l'ADNc ScFv etant suivie par pA 
SV40 de 0,3 Kb. 

3 5 
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LISTE DE SEQUENCES 



11) INFORMATION GEMERALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSERM 

(B) RUE : 101, rue de Tolbiac 

(C) VILLE: Paris 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75654 Cedex 13 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: PROCEDE DE PREPARATION D ' ORGANES DE 
MAMMI FERES NON HUMAINS TRANSGENIQUES EN VUE DE LEUR 
TRANSPLANTATION CHEZ L' HOMME, ET SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES 
POUR LA MISE EN OEUVRE DE CE PROCEDE 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 18 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION : PC - DOS /MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OE3) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 1128 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(li) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/ CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..1128 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

AAT TCG AAA ATA ATG AAT GTC AAA GGA AGA GTG GTT CTG TCA ATG CTG 4 8 

Asn Ser Lys lie Met Asn Val Lys Gly Arg Val Val Leu Ser Met Leu 
15 10 IS 

CTT GTC TCA ACT GTA ATG GTT GTG TTT TGG GAA TAC ATC AAC AGC CCA 96 
Leu Val Ser Thr Val Met Val Val Phe Trp Glu Tyr lie Asn Ser Pro 
20 25 30 



GAA GGT TCT TTG TTC TGG ATA TAC CAG TCA AAA AAC CCA GAA GTT GGC 
Glu Gly Ser Leu Phe Trp He Tyr Gin Ser Lys Asn Pro Glu Val Gly 
35 40 45 



144 
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AGC AGT GCT CAG AGG GGC TGG TGG TTT CCG AGC TGG TTT AAC AAT GGG 192 

Ser Ser Ala Gin Arg Gly Trp Trp Phe Pro Ser Trp Phe Asn Asn Gly 
50 55 60 

ACT CAC AGT TAC CAC GAA GAA GAA GAC GCT ATA GGC AAC GAA AAG GAA 240 
Thr His Ser Tyr His Glu Glu Glu Asp Ala He Gly Asn Glu Lys Glu 

65 70 75 80 

CAA AGA AAA GAA GAC AAC AGA GGA GAG CTT CCA CTA GTG GAC TGG TTT 2 88 

Gin Arg Lys Glu Asp Asn Arg Gly Glu Leu Pro Leu Val Asp Trp Phe 
95 90 95 

AAT CCT GAG AAA CGC CCA GAG GTC GTG ACC ATA ACC AGA TGG AAG GCT 3 36 

Asn Pro Glu Lys Arg Pro Glu Val Val Thr He Thr Arg Trp Lys Ala 
100 105 HO 

CCA GTG GTA TGG GAA GGC ACT TAC AAC AGA GCC GTC TTA GAT AAT TAT 3 84 

Pro Val Val Trp Glu Gly Thr Tyr Asn Arg Ala Val Leu Asp Asn Tyr 
115 120 125 

TAT GCC AAA CAG AAA ATT ACC GTG GGC TTG ACG GTT CTT GCT GTC GGA 432 
Tyr Ala Lys Gin Lys He Thr Val Gly Leu Thr Val Leu Ala Val Gly 
130 135 140 

AGA TAC ATT GAG CAT TAC TTG GAG GAG TTC TTA ATA TCT GCA AAT ACA 48 0 

Arg Tyr He Glu His Tyr Leu Glu Glu Phe Leu He Ser Ala Asn Thr 
145 150 155 160 

TAC TTC ATG GTT GGC CAC AAA GTC ATC TTT TAC ATC ATG GTG GAT GAT 52 8 

Tyr Phe Met Val Gly His Lys Val He Phe Tyr He Met Val Asp Asp 
165 170 1 

ATC TCC AGG ATG CCT TTG ATA GAG CTG GGT CCT CTG CGC TCC TTT AAA 57 6 

He Ser Arg Met Pro Leu He Glu Leu Gly Pro Leu Arg Ser Phe Lys 
180 185 190 

GTG TTT GAG ATC AAG TCC GAG AAG AGG TGG CAA GAC ATC AGC ATG ATG 624 
Val Phe Glu He Lys Ser Glu Lys Arg Trp Gin Asp He Ser Met Met 
195 200 205 

CGC ATG AAG ACC ATC GGG GAG CAC ATC CTG GCC CAC ATC CAG CAC GAG 6 72 

Arg Met Lys Thr He Gly Glu His He Leu Ala His lie Gin His Glu 
210 215 220 

GTG GAC TTC CTC TTC TGC ATG GAC GTG GAT CAG GTC TTC CAA AAC AAC 720 
Val Asp Phe Leu Phe Cys Met Asp Val Asp Gin Val Phe Gin Asn Asn 
225 230 235 240 

TTT GGG GTG GAG ACC CTG GGC CAG TCG GTG GCT CAG CTA CAG GCC TGG 768 
Phe Gly Val Glu Thr Leu Gly Gin Ser Val Ala Gin Leu Gin Ala Trp 
245 250 255 

TGG TAC AAG GCA CAT CCT GAC GAG TTC ACC TAC GAG AGG CGG AAG GAG 816 
Trp Tyr Lys Ala His Pro Asp Glu Phe Thr Tyr Glu Arg Arg Lys Glu 
260 265 270 
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TCC GCA GCC TAC ATT CCG TTT GGC CAG GGG GAT TTT TAT TAC CAC GCA 8 64 

Ser Ala Ala Tyr lie Pro Phe Gly Gin Gly Asp Phe Tyr Tyr His Ala 
275 280 285 

GCC ATT TTT GGG GGA ACA CCC ACT CAG GTT CTA AAC ATC ACT CAG GAG 912 

Ala lie Phe Gly Gly Thr Pro Thr Gin Val Leu Asn He Thr Gin Glu 

290 295 300 

TGC TTC AAG GGA ATC CTC CAG GAC AAG GAA AAT GAC ATA GAA GCC GAG 96 0 

Cys Phe Lys Gly He Leu Gin Asp Lys Glu Asn Asp He Glu Ala Glu 
305 310 315 320 

TGG CAT GAT GAA AGC CAT CTA AAC AAG TAT TTC CTT CTC AAC AAA CCC 100 8 

Trp His Asp Glu Ser His Leu Asn Lys Tyr Phe Leu Leu Asn Lys Pro 
325 330 335 

ACT AAA ATC TTA TCC CCA GAA TAC TGC TGG GAT TAT CAT ATA GGC ATG 10 56 

Thr Lys He Leu Ser Pro Glu Tyr Cys Trp Asp Tyr His lie Gly Met 
340 345 350 

TCT GTG GAT ATT AGG ATT GTC AAG ATA GCT TGG CAG AAA AAA GAG TAT 1104 

Ser Val Asp He Arg He Val Lys lie Ala Trp Gin Lys Lys Glu Tyr 
355 360 365 

AAT TTG GTT AGA AAT AAC ATC TG 112 8 

Asn Leu Val Arg Asn Asn He 

370 375 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 3 75 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 2: 

Asn Ser Lys He Met Asn Val Lys Gly Arg Val Val Leu Ser Met Leu 
15 10 15 

Leu Val Ser Thr Val Met Val Val Phe Trp Glu Tyr He Asn Ser Pro 
20 25 30 

Glu Gly Ser Leu Phe Trp He Tyr Gin Ser Lys Asn Pro Glu Val Gly 
35 40 45 

Ser Ser Ala Gin Arg Gly Trp Trp Phe Pro Ser Trp Phe Asn Asn Gly 
50 55 60 

Thr His Ser Tyr His Glu Glu Glu Asp Ala He Gly Asn Glu Lys Glu 
65 70 75 80 



Gin Arg Lys Glu Asp Asn Arg Gly Glu Leu Pro Leu Val Asp Trp Phe 
85 90 95 
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Asn Pro Glu Lys Arg Pro Glu Val Val Thr lie Thr Arg Trp Lys Ala 
100 105 110 

Pro Val Val Trp Glu Gly Thr Tyr Asn Arg Ala Val Leu Asp Asn Tyr 
115 120 125 

Tyr Ala Lys Gin Lys lie Thr Val Gly Leu Thr Val Leu Ala Val Gly 
130 135 140 

Arg Tyr He Glu His Tyr Leu Glu Glu Phe Leu He Ser Ala Asn Thr 
145 150 155 160 

Tyr Phe Met Val Gly His Lys Val He Phe Tyr He Met Val Asp Asp 
165 170 175 

He Ser Arg Met Pro Leu He Glu Leu Gly Pro Leu Arg Ser Phe Lys 
180 185 190 

Val Phe Glu He Lys Ser Glu Lys Arg Trp Gin Asp He Ser Met Met 
195 200 205 

Arg Met Lys Thr He Gly Glu His He Leu Ala His He Gin His Glu 
210 215 220 

Val Asp Phe Leu Phe Cys Met Asp Val Asp Gin Val Phe Gin Asn Asn 
225 230 235 240 

Phe Gly Val Glu Thr Leu Gly Gin Ser Val Ala Gin Leu Gin Ala Trp 
245 250 255 

Trp Tyr Lys Ala His Pro Asp Glu Phe Thr Tyr Glu Arg Arg Lys Glu 
260 265 270 

Ser Ala Ala Tyr lie Pro Phe Gly Gin Gly Asp Phe Tyr Tyr His Ala 
275 280 285 

Ala He Phe Gly Gly Thr Pro Thr Gin Val Leu Asn He Thr Gin Glu 
290 295 300 

Cys Phe Lys Gly He Leu Gin Asp Lys Glu Asn Asp He Glu Ala Glu 
305 310 315 320 

Trp His Asp Glu Ser His Leu Asn Lys Tyr Phe Leu Leu Asn Lys Pro 
325 330 335 

Thr Lys He Leu Ser Pro Glu Tyr Cys Trp Asp Tyr His He Gly Met 
340 345 350 

Ser Val Asp He Arg He Val Lys He Ala Trp Gin Lys Lys Glu Tyr 
355 360 365 



Asn Leu Val Arg Asn Asn lie 
370 375 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1092 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..1092 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 3: 

AAT TCG AAA ATA ATG AAT GTC AAA GGA AGA GTG GTT CTG TCA ATG CTG 4 8 

Asn Ser Lys He Met Asn Val Lys Gly Arg Val Val Leu Ser Met Leu 
15 10 15 

CTT GTC TCA ACT GTA ATG GTT GTG TTT TGG GAA TAC ATC AAC AGA AAC 96 

Leu Val Ser Thr Val Met Val Val Phe Trp Glu Tyr He Asn Arg Asn 



20 



25 



30 



CCA GAA GTT GGC AGC AGT GCT CAG AGG GGC TGG TGG TTT CCG AGC TGG 
Pro Glu Val Gly Ser Ser Ala Gin Arg Gly Trp Trp Phe Pro Ser Trp 
35 40 45 



144 



TTT AAC AAT GGG ACT CAC AGT TAC CAC GAA GAA GAA GAC GCT ATA GGC 
Phe Asn Asn Gly Thr His Ser Tyr His Glu Glu Glu Asp Ala He Gly 
50 55 60 



192 



AAC GAA AAG GAA CAA AGA AAA GAA GAC AAC AGA GGA GAG CTT CCA CTA 
Asn Glu Lys Glu Gin Arg Lys Glu Asp Asn Arg Gly Glu Leu Pro Leu 
65 70 75 80 



240 



GTG GAC TGG TTT AAT CCT GAG AAA CGC CCA GAG GTC GTG ACC ATA ACC 
Val Asp Trp Phe Asn Pro Glu Lys Arg Pro Glu Val Val Thr He Thr 
85 90 95 



288 



AGA TGG AAG GCT CCA GTG GTA TGG GAA GGC ACT TAC AAC AGA GCC GTC 
Arg Trp Lys Ala Pro Val Val Trp Glu Gly Thr Tyr Asn Arg Ala Val 
100 105 HO 



336 



TTA GAT AAT TAT TAT GCC AAA CAG AAA ATT ACC GTG GGC TTG ACG GTT 
Leu Asp Asn Tyr Tyr Ala Lys Gin Lys lie Thr Val Gly Leu Thr Val 
115 120 125 



384 



CTT GCT GTC GGA AGA TAC ATT GAG CAT TAC TTG GAG GAG TTC TTA ATA 
Leu Ala Val Gly Arg Tyr He Glu His Tyr Leu Glu Glu Phe Leu He 
130 135 140 



432 



TCT GCA AAT ACA TAC TTC ATG GTT GGC CAC AAA GTC ATC TTT TAC ATC 
Ser Ala Asn Thr Tyr Phe Met Val Gly His Lys Val He Phe Tyr He 
145 150 155 160 



480 
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ATG GTG GAT GAT ATC TCC AGG ATG CCT TTG ATA GAG CTG GGT CCT CTG 52 8 

Met Val Asp Asp lie Ser Arg Met Pro Leu lie Glu Leu Gly Pro Leu 
165 170 175 

CGC TCC TTT AAA GTG TTT GAG ATC AAG TCC GAG AAG AGG TGG CAA GAC 576 

Arg Ser Phe Lys Val Phe Glu lie Lys Ser Glu Lys Arg Trp Gin Asp 
180 ' 185 190 

ATC AGC ATG ATG CGC ATG AAG ACC ATC GGG GAG CAC ATC CTG GCC CAC 624 
lie Ser Met Met Arg Met Lys Thr lie Gly Glu His lie Leu Ala His 
195 200 205 

ATC CAG CAC GAG GTG GAC TTC CTC TTC TGC ATG GAC GTG GAT CAG GTC 6 72 

lie Gin His Glu Val Asp Phe Leu Phe Cys Met Asp Val Asp Gin Val 
210 215 220 

TTC CAA AAC AAC TTT GGG GTG GAG ACC CTG GGC CAG TCG GTG GCT CAG 720 
Phe Gin Asn Asn Phe Gly Val Glu Thr Leu Gly Gin Ser Val Ala Gin 
225 230 235 240 

CTA CAG GCC TGG TGG TAC AAG GCA CAT CCT GAC GAG TTC ACC TAC GAG 76 8 

Leu Gin Ala Trp Trp Tyr Lys Ala His Pro Asp Glu Phe Thr Tyr Glu 
245 250 255 

AGG CGG AAG GAG TCC GCA GCC TAC ATT CCG TTT GGC CAG GGG GAT TTT 816 
Arg Arg Lys Glu Ser Ala Ala Tyr lie Pro Phe Gly Gin Gly Asp Phe 
260 265 270 

TAT TAC CAC GCA GCC ATT TTT GGG GGA ACA CCC ACT CAG GTT CTA AAC 864 
Tyr Tyr His Ala Ala lie Phe Gly Gly Thr Pro Thr Gin Val Leu Asn 
275 280 285 

ATC ACT CAG GAG TGC TTC AAG GGA ATC CTC CAG GAC AAG GAA AAT GAC 912 
He Thr Gin Glu Cys Phe Lys Gly He Leu Gin Asp Lys Glu Asn Asp 
290 295 300 

ATA GAA GCC GAG TGG CAT GAT GAA AGC CAT CTA AAC AAG TAT TTC CTT 960 
He Glu Ala Glu Trp His Asp Glu Ser His Leu Asn Lys Tyr Phe Leu 
305 310 315 320 

CTC AAC AAA CCC ACT AAA ATC TTA TCC CCA GAA TAC TGC TGG GAT TAT 1008 
Leu Asn Lys Pro Thr Lys lie Leu Ser Pro Glu Tyr Cys Trp Asp Tyr 
325 330 335 

CAT ATA GGC ATG TCT GTG GAT ATT AGG ATT GTC AAG ATA GCT TGG CAG 1056 
His He Gly Met. Ser Val Asp He Arg He Val Lys He Ala Trp Gin 
340 345 350 

AAA AAA GAG TAT AAT TTG GTT AGA AAT AAC ATC TG 10 92 

Lys Lys Glu Tyr Asn Leu Val Arg Asn Asn He 
355 360 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 363 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 4: 

Asn Ser Lys lie Met Asn Val Lys Gly Arg Val Val Leu Ser Met Leu 
15 10 15 

Leu Val Ser Thr Val Met Val Val Phe Trp Glu Tyr He Asn Arg Asn 
20 25 30 

Pro Glu Val Gly Ser Ser Ala Gin Arg Gly Trp Trp Phe Pro Ser Trp 
35 40 45 

Phe Asn Asn Gly Thr His Ser Tyr His Glu Glu Glu Asp Ala He Gly 
50 55 60 

Asn Glu Lys Glu Gin Arg Lys Glu Asp Asn Arg Gly Glu Leu Pro Leu 
65 70 75 80 

Val Asp Trp Phe Asn Pro Glu Lys Arg Pro Glu Val Val Thr He Thr 
85 90 95 

Arg Trp Lys Ala Pro Val Val Trp Glu Gly Thr Tyr Asn Arg Ala Val 
100 105 110 

Leu Asp Asn Tyr Tyr Ala Lys Gin Lys He Thr Val Gly Leu Thr Val 
115 120 125 

Leu Ala Val Gly Arg Tyr He Glu His Tyr Leu Glu Glu Phe Leu He 
130 135 140 

Ser Ala Asn Thr Tyr Phe Met Val Gly His Lys Val He Phe Tyr He 
145 150 155 160 

Met Val Asp Asp He Ser Arg Met Pro Leu He Glu Leu Gly Pro Leu 
165 170 175 

Arg Ser Phe Lys Val Phe Glu He Lys Ser Glu Lys Arg Trp Gin Asp 
180 185 190 

He Ser Met Met Arg Met Lys Thr He Gly Glu His He Leu Ala His 
195 200 205 

He Gin His Glu Val Asp Phe Leu Phe Cys Met Asp Val Asp Gin Val 
210 215 220 



Phe Gin Asn Asn Phe Gly Val Glu Thr Leu Gly Gin Ser Val Ala Gin 
225 230 235 240 
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Leu Gin Ala Trp 



Arg Arg Lys Glu 
260 

Tyr Tyr His Ala 
275 

He Thr Gin Glu 

290 

He Glu Ala Glu 
305 

Leu Asn Lys Pro 



His He Gly Met 
340 

Lys Lys Glu Tyr 
355 



Trp Tyr Lys Ala 
245 

Ser Ala Ala Tyr 



Ala He Phe Gly 
280 

Cys Phe Lys Gly 
295 

Trp His Asp Glu 
310 

Thr Lys He Leu 
325 

Ser Val Asp He 



Asn Leu Val Arg 
360 



39 

His Pro Asp Glu 
250 

He Pro Phe Gly 
265 

Gly Thr Pro Thr 



He Leu Gin Asp 
300 

Ser His Leu Asn 
315 

Ser Pro Glu Tyr 
330 

Arg lie Val Lys 
345 

Asn Asn lie 



Phe Thr Tyr Glu 
255 

Gin Gly Asp Phe 
270 

Gin Val Leu Asn 

285 

Lys Glu Asn Asp 



Lys Tyr Phe Leu 
320 

Cys Trp Asp Tyr 
335 

lie Ala Trp Gin 
350 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(ii C ARACTE R I S T I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1065 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..1065 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 5: 

AAT TCG AAA ATA ATG AAT GTC AAA GGA AGA GTG GTT CTG TCA ATG CTG 4 8 

Asn Ser Lys He Met Asn Val Lys Gly Arg Val Val Leu Ser Met Leu 

1 5 10 15 

CTT GTC TCA ACT GTA ATG GTT GTG TTT TGG GAA TAC ATC AAC AGO CCA 96 

Leu Val Ser Thr Val Met Val Val Phe Trp Glu Tyr lie Asn Ser Pro 

20 25 30 



GAA GGT TCT TTG TTC TGG ATA TAC CAG TCA AAG ACT CAC AGT TAC CAC 
Glu Gly Ser Leu Phe Trp He Tyr Gin Ser Lys Thr His Ser Tyr His 
35 40 45 



144 



40 

GAA GAA GAA GAC GCT ATA GGC AAC GAA AAG GAA CAA AGA AAA GAA GAC 

Glu Glu Glu Asp Ala He Gly Asn Glu Lys Glu Gin Arg Lys Glu Asp 
50 55 60 

AAC AGA GGA GAG CTT CCA CTA GTG GAC TGG TTT AAT CCT GAG AAA CGC 

Asn Arg Gly Glu Leu Pro Leu Val Asp Trp Phe Asn Pro Glu Lys Arg 

65 70 75 80 

CCA GAG GTC GTG ACC ATA ACC AGA TGG AAG GCT CCA GTG GTA TGG GAA 

Pro Glu Val Val Thr lie Thr Arg Trp Lys Ala Pro Val Val Trp Glu 

85 90 95 

GGC ACT TAC AAC AGA GCC GTC TTA GAT AAT TAT TAT GCC AAA CAG AAA 

Gly Thr Tyr Asn Arg Ala Val Leu Asp Asn Tyr Tyr Ala Lys Gin Lys 

100 105 110 

ATT ACC GTG GGC TTG ACG GTT CTT GCT GTC GGA AGA TAC ATT GAG CAT 

lie Thr Val Gly Leu Thr Val Leu Ala Val Gly Arg Tyr He Glu His 
115 120 125 

TAC TTG GAG GAG TTC TTA ATA TCT GCA AAT ACA TAC TTC ATG GTT GGC 

Tyr Leu Glu Glu Phe Leu He Ser Ala Asn Thr Tyr Phe Met Val Gly 
130 135 140 

CAC AAA GTC ATC TTT TAC ATC ATG GTG GAT GAT ATC TCC AGG ATG CCT 

His Lys Val He Phe Tyr He Met Val Asp Asp He Ser Arg Met Pro 

145 150 155 160 

TTG ATA GAG CTG GGT CCT CTG CGC TCC TTT AAA GTG TTT GAG ATC AAG 

Leu He Glu Leu Gly Pro Leu Arg Ser Phe Lys Val Phe Glu He Lys 

165 170 175 

TCC GAG AAG AGG TGG CAA GAC ATC AGC ATG ATG CGC ATG AAG ACC ATC 

Ser Glu Lys Arg Trp Gin Asp He Ser Met Met Arg Met Lys Thr He 

180 185 190 

GGG GAG CAC ATC CTG GCC CAC ATC CAG CAC GAG GTG GAC TTC CTC TTC 

Gly Glu His He Leu Ala His He Gin His Glu Val Asp Phe Leu Phe 
195 200 205 

TGC ATG GAC GTG GAT CAG GTC TTC CAA AAC AAC TTT GGG GTG GAG ACC 

Cys Met Asp Val Asp Gin Val Phe Gin Asn Asn Phe Gly Val Glu Thr 
210 215 220 

CTG GGC CAG TCG GTG GCT CAG CTA CAG GCC TGG TGG TAC AAG GCA CAT 

Leu Gly Gin Ser Val Ala Gin Leu Gin Ala Trp Trp Tyr Lys Ala His 

225 230 235 240 

CCT GAC GAG TTC ACC TAC GAG AGG CGG AAG GAG TCC GCA GCC TAC ATT 

Pro Asp Glu Phe Thr Tyr Glu Arg Arg Lys Glu Ser Ala Ala Tyr He 

245 250 255 



CCG TTT GGC CAG GGG GAT TTT TAT TAC CAC GCA GCC ATT TTT GGG GGA 
Pro Phe Gly Gin Gly Asp Phe Tyr Tyr His Ala Ala lie Phe Gly Gly 
260 265 270 
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AC A CCC ACT CAG GTT CTA AAC ATC ACT CAG GAG TGC TTC AAG GGA ATC 8 64 

Thr Pro Thr Gin Val Leu Asn lie Thr Gin Glu Cys Phe Lys Gly lie 
275 280 285 

CTC CAG GAC AAG GAA AAT GAC ATA GAA GCC GAG TGG CAT GAT GAA AGC 912 
Leu Gin Asp Lys Glu Asn Asp lie Glu Ala Glu Trp His Asp Glu Ser 
290 295 300 

CAT CTA AAC AAG TAT TTC CTT CTC AAC AAA CCC ACT AAA ATC TTA TCC 960 
His Leu Asn Lys Tyr Phe Leu Leu Asn Lys Pro Thr Lys lie Leu Ser 
ZOS 310 315 320 

CCA GAA TAC TGC TGG GAT TAT CAT ATA GGC ATG TCT GTG GAT ATT AGG 10 08 

Pro Glu Tyr Cys Trp Asp Tyr His lie Gly Met Ser Val Asp lie Arg 
325 330 335 

ATT GTC AAG ATA GCT TGG CAG AAA AAA GAG TAT AAT TTG GTT AG A AAT 10 56 

lie Val Lys He Ala Trp Gin Lys Lys Glu Tyr Asn Leu Val Arg Asn 
340 345 350 

AAC ATC TG 106 5 

Asn He 

355 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 354 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 6: 

Asn Ser Lys He Met Asn Val Lys Gly Arg Val Val Leu Ser Met Leu 
15 10 15 

Leu Val Ser Thr Val Met Val Val Phe Trp Glu Tyr He Asn Ser Pro 
20 25 30 

Glu Gly Ser Leu Phe Trp He Tyr Gin Ser Lys Thr His Ser Tyr His 
35 40 45 

Glu Glu Glu Asp Ala He Gly Asn Glu Lys Glu Gin Arg Lys Glu Asp 
50 55 60 

Asn Arg Gly Glu Leu Pro Leu Val Asp Trp Phe Asn Pro Glu Lys Arg 
65 70 75 80 

Pro Glu Val Val Thr He Thr Arg Trp Lys Ala Pro Val Val Trp Glu 
85 90 95 

Gly Thr Tyr Asn Arg Ala Val Leu Asp Asn Tyr Tyr Ala Lys Gin Lys 
100 105 110 
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He Thr Val Gly Leu Thr Val Leu Ala Val Gly Arg Tyr He Glu His 
115 120 125 

Tyr Leu Glu Glu Phe Leu He Ser Ala Asn Thr Tyr Phe Met Val Gly 
130 135 140 

His Lys Val He Phe Tyr He Met Val Asp Asp He Ser Arg Met Pro 
145 150 155 160 

Leu He Glu Leu Gly Pro Leu Arg Ser Phe Lys Val Phe Glu lie Lys 
165 170 175 

Ser Glu Lys Arg Trp Gin Asp He Ser Met Met Arg Met Lys Thr He 
180 185 190 

Gly Glu His He Leu Ala His He Gin His Glu Val Asp Phe Leu Phe 
195 200 205 

Cys Met Asp Val Asp Gin Val Phe Gin Asn Asn Phe Gly Val Glu Thr 
210 215 220 

Leu Gly Gin Ser Val Ala Gin Leu Gin Ala Trp Trp Tyr Lys Ala His 
225 230 235 240 

Pro Asp Glu Phe Thr Tyr Glu Arg Arg Lys Glu Ser Ala Ala Tyr He 
245 250 255 

Pro Phe Gly Gin Gly Asp Phe Tyr Tyr His Ala Ala He Phe Gly Gly 
260 265 270 

Thr Pro Thr Gin Val Leu Asn He Thr Gin Glu Cys Phe Lys Gly He 
275 280 285 

Leu Gin Asp Lys Glu Asn Asp He Glu Ala Glu Trp His Asp Glu Ser 
290 295 300 

His Leu Asn Lys Tyr Phe Leu Leu Asn Lys Pro Thr Lys He Leu Ser 
305 310 315 320 

Pro Glu Tyr Cys Trp Asp Tyr His He Gly Met Ser Val Asp He Arg 
325 330 335 

He Val Lys He Ala Trp Gin Lys Lys Glu Tyr Asn Leu Val Arg Asn 
340 345 ' 350 

Asn lie 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ. ID NO; 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1029 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(li) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..1029 



Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 7: 

AAT TCG AAA ATA ATG AAT GTC AAA GGA AGA GTG GTT CTG TCA ATG CTG 48 
Asn Ser Lys lie Met Asn Val Lys Gly Arg Val Val Leu Ser Met Leu 
15 10 15 

CTT GTC TCA ACT GTA ATG GTT GTG TTT TGG GAA TAC ATC AAC AGG ACT 96 
Leu Val Ser Thr Val Met Val Val Phe Trp Glu Tyr lie Asn Arg Thr 
20 25 30 

CAC AGT TAC CAC GAA GAA GAA GAC GCT ATA GGC AAC GAA AAG GAA CAA 144 
His Ser Tyr His Glu Glu Glu Asp Ala He Gly Asn Glu Lys Glu Gin 
35 40 45 

AGA AAA GAA GAC AAC AGA GGA GAG CTT CCA CTA GTG GAC TGG TTT AAT 192 
Arg Lys Glu Asp Asn Arg Gly Glu Leu Pro Leu Val Asp Trp Phe Asn 
50 55 60 

CCT GAG AAA CGC CCA GAG GTC GTG ACC ATA ACC AGA TGG AAG GCT CCA 24 0 

Pro Glu Lys Arg Pro Glu Val Val Thr He Thr Arg Trp Lys Ala Pro 
65 70 75 80 

GTG GTA TGG GAA GGC ACT TAC AAC AGA GCC GTC TTA GAT AAT TAT TAT 28 8 

Val Val Trp Glu Gly Thr Tyr Asn Arg Ala Val Leu Asp Asn Tyr Tyr 
85 90 95 

GCC AAA CAG AAA ATT ACC GTG GGC TTG ACG GTT CTT GCT GTC GGA AGA 33 6 

Ala Lys Gin Lys He Thr Val Gly Leu Thr Val Leu Ala Val Gly Arg 
100 105 110 

TAC ATT GAG CAT TAC TTG GAG GAG TTC TTA ATA TCT GCA AAT AC A TAC 3 84 

Tyr He Glu His Tyr Leu Glu Glu Phe Leu He Ser Ala Asn Thr Tyr 
115 120 125 

TTC ATG GTT GGC CAC AAA GTC ATC TTT TAC ATC ATG GTG GAT GAT ATC 4 32 

Phe Met Val Gly His Lys Val He Phe Tyr He Met Val Asp Asp He 
130 135 140 

TCC AGG ATG CCT TTG ATA GAG CTG GGT CCT CTG CGC TCC TTT AAA GTG 480 
Ser Arg Met Pro Leu He Glu Leu Gly Pro Leu Arg Ser Phe Lys Val 
145 150 155 160 

TTT GAG ATC AAG TCC GAG AAG AGG TGG CAA GAC ATC AGC ATG ATG CGC 52 8 

Phe Glu He Lys Ser Glu Lys Arg Trp Gin Asp lie Ser Met Met Arg 
165 170 175 



ATG AAG ACC ATC GGG GAG CAC ATC CTG GCC CAC ATC CAG CAC GAG GTG 
Met Lys Thr He Gly Glu His He Leu Ala His He Gin His Glu Val 
180 185 190 



576 
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GAC TTC CTC TTC TGC ATG GAC GTG GAT CAG GTC TTC CAA AAC AAC TTT 624 
Asp Phe Leu Phe Cys Met Asp Val Asp Gin Val Phe Gin Asn Asn ?he 
195 200 205 

GGG GTG GAG ACC CTG GGC CAG TCG GTG GCT CAG CTA CAG GCC TGG TGG 672 
r.Uy Val Glu Thr Leu Gly Gin Ser Val Ala Gin Leu Gin Ala Trp Trp 
210 215 220 

TAC AAG GCA CAT CCT GAC GAG TTC ACC TAC GAG AGG CGG AAG GAG TCC 72 0 

Tyr Lys Ala His Pro Asp Glu Phe Thr Tyr Glu Arg Arg Lys Glu Ser 
225 230 235 240 

GCA GCC TAC ATT CCG TTT GGC CAG GGG GAT TTT TAT TAC CAC GCA GCC 76 8 

Ala Ala Tyr He Pro Phe Gly Gin Gly Asp Phe Tyr Tyr His Ala Ala 
245 250 255 

ATT TTT GGG GGA ACA CCC ACT CAG GTT CTA AAC ATC ACT CAG GAG TGC 816 
lie Phe Gly Gly Thr Pro Thr Gin Val Leu Asn He Thr Gin Glu Cys 
260 265 270 

TTC AAG GGA ATC CTC CAG GAC AAG GAA AAT GAC ATA GAA GCC GAG TGG 864 
Phe Lys Gly He Leu Gin Asp Lys Glu Asn Asp He Glu Ala Glu Trp 
275 280 285 

CAT GAT GAA AGC CAT CTA AAC AAG TAT TTC CTT CTC AAC AAA CCC ACT 912 
His Asp Glu Ser His Leu Asn Lys Tyr Phe Leu Leu Asn Lys Pro Thr 
290 295 300 

AAA ATC TTA TCC CCA GAA TAC TGC TGG GAT TAT CAT ATA GGC ATG TCT 96 0 

Lys lie Leu Ser Pro Glu Tyr Cys Trp Asp Tyr His He Gly Met Ser 
305 310 315 32C 

GTG GAT ATT AGG ATT GTC AAG ATA GCT TGG CAG AAA AAA GAG TAT AAT 1008 
Val Asp He Arg He Val Lys lie Ala Trp Gin Lys Lys Glu Tyr Asn 
325 330 335 

TTG GTT AG A AAT AAC ATC TG 1029 
Leu Val Arg Asn Asn He 
340 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTER I ST IQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 342 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



Asn Ser Lys lie Met Asn Val Lys Gly Arg Val Val Leu Ser Met Leu 
15 10 15 
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Leu Val Ser Thr Val Met Val Val Phe Trp Glu Tyr lie Asn Arg Thr 
20 25 30 

His Ser Tyr His Glu Glu Glu Asp Ala lie Gly Asn Glu Lys Glu Gin 
35 40 45 

Arg Lys Glu Asp Asn Arg Gly Glu Leu Pro Leu Val Asp Trp Phe Asn 
50 55 60 

Pro Glu Lys Arg Pro Glu Val Val Thr lie Thr Arg Trp Lys Ala Pro 
65 70 75 80 

Val Val Trp Glu Gly Thr Tyr Asn Arg Ala Val Leu Asp Asn Tyr Tyr 
85 90 95 

Ala Lys Gin Lys lie Thr Val Gly Leu Thr Val Leu Ala Val Gly Arg 
100 105 110 

Tyr lie Glu His Tyr Leu Glu Glu Phe Leu lie Ser Ala Asn Thr Tyr 
115 120 125 

Phe Met Val Gly His Lys Val lie Phe Tyr lie Met Val Asp Asp lie 
130 135 140 

Ser Arg Met Pro Leu lie Glu Leu Gly Pro Leu Arg Ser Phe Lys Val 

•145 150 155 160 

Phe Glu lie Lys Ser Glu Lys Arg Trp Gin Asp lie Ser Met Met Arg 
165 170 175 

Met Lys Thr lie Gly Glu His lie Leu Ala His lie Gin His Glu Val 
180 185 190 

Asp Phe Leu Phe Cys Met Asp Val Asp Gin Val Phe Gin Asn Asn Phe 
195 200 205 

Gly Val Glu Thr Leu Gly Gin Ser Val Ala Gin Leu Gin Ala Trp Trp 
210 215 220 

Tyr Lys Ala His Pro Asp Glu Phe Thr Tyr Glu Arg Arg Lys Glu Ser 
225 230 235 240 

Ala Ala Tyr lie Pro Phe Gly Gin Gly Asp Phe Tyr Tyr His Ala Ala 
245 250 255 

Tie Phe Gly Gly Thr Pro Thr Gin Val Leu Asn lie Thr Gin Glu Cys 
260 265 270 

Phe Lys Gly lie Leu Gin Asp Lys Glu Asn Asp lie Glu Ala Glu Trp 
275 280 285 

His Asp Glu Ser His Leu Asn Lys Tyr Phe Leu Leu Asn Lys Pro Thr 
290 295 300 



Lys He Leu Ser Pro Glu Tyr Cys Trp Asp Tyr His lie Gly Met Ser 
305 310 315 320 
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Val Asp lie Arg lie Val Lys He Ala Trp Gin Lys Lys Glu Tyr Asn 
325 330 335 



Leu Val Arg Asn Asn lie 
340 



i2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) C ARACTER I S T I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 708 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(ix) C ARACTER I STIQUE ABDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 . . 708 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

CAG GTG CAG CTG GTG CAG TCT GGG GCT GAG GTG AAG AAG CCT GGG GCC 4 8 

Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
15 10 15 

TCA GTG AAG GTT TCC TGC AAG GCT TCT GGA TAC ACC TTC ACT AGC TAT " 96 
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 
20 25 30 

GCT ATG CAT TGG GTG CGC CAG GCC CCC GGA CAA AGG CTT GAG TGG ATG 144 
Ala Met His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gin Arg Leu Glu Trp Met 
35 40 45 

GGA TGG ATC AAC GCT GGC AAT GGT AAC ACA AAA TAT TCA CAG AAG TTC 192 
Gly Trp He Asn Ala Gly Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Ser Gin Lys Phe 
50 55 60 

CAG GGC AG A GTC ACC ATT ACC AGG GAC ACA TCC GCG AGC ACA GCC TAC 24 0 

Gin Gly Arg Val Thr He Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr 
65 70 75 80 

ATG GAG CTG AGC AGC CTG AGA TCT GAA GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT 288 
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

GCA AGA AGT GGT ATG TTT TGG GGC CAA GGT ACC CTG GTC ACC GTG TCG 336 
Ala Arg Ser Gly Met Phe Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser 
100 105 110 

AGA GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG 3 84 

Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
115 120 125 
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TCT GAG CTG ACT CAG GAC CCT GCT GTG TCT GTG GCC TTG GGA CAG ACA 432 
Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gin Thr 
130 135 140 

GTC AGG ATC ACA TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA AGC TAT TAT GCA AGC 48 0 

Val Arg He Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser 
145 150 155 160 

TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGA CAG GCC CCT GTA CTT GTC ATC TAT GGT 52 8 

Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val He Tyr Gly 
165 170 175 

AAA AAC AAC CGG CCC TCA GGG ATC CCA GAC CGA TTC TCT GGC TCC AGC 57 6 

Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly He Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser 
180 185 190 

TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT GGG GCT CAG GCG GAA GAT 624 
Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr lie Thr Gly Ala Gin Ala Glu Asp 
195 200 205 

GAG GCT GAC TAT TAC TGT AAC TCC CGG GAC AGC AGT GGT AAC CAT GTG 6 72 

Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His Val 
210 215 220 

GTA TTC GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGT 708 
Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
225 230 235 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 2 36 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
15 10 15 

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 
20 25 30 

Ala Met His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gin Arg Leu Glu Trp Met 
35 40 45 

Gly Trp He Asn Ala Gly Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Ser Gin Lys Phe 
50 55 60 

Gin Gly Arg Val Thr He Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr 
65 70 75 80 



Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 
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Ala Arg Ser Gly Met Phe Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser 
100 105 110 

Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
115 120 125 

Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gin Thr 
130 135 140 

val Arg lie Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser 
145 150 155 160 

Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val lie Tyr Gly 
165 170 175 

Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser 
180 185 190 

Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr lie Thr Gly Ala Gin Ala Glu Asp 
195 200 205 

Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His Val 
210 215 220 

Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
225 230 235 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 711 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc pour ARNm 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..711 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

CAG GTG CAG CTG GTG CAG TCT GGG GCT GAG GTG AAG AAG CCT GGG GCC 4 8 

Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
15 10 15 

TCA GTG AAG GTC TCC TGC AAG GTT TCC GGA TAC ACC CTC ACT GAA TTA 96 

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Leu Thr Glu Leu 
20 25 30 

TCC ATG CAC TGG GTG CGA CAG GCT CCT GGA AAA GGG CTT GAG TGG ATG 144 

Ser Met His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met 
35 40 45 
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GGA GGT TTT GAT CCT GAA GAT GGT GAA ACA ATC TAC GCA CAG AAG TTC 192 

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr lie Tyr Ala Gin Lys Phe 

50 55 60 

CAG GGC AGA GTC ACC ATG ACC GAG GAC ACA TCT ACA GAC ACA GCC TAC 24 0 

Gin Gly Arg Val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr 

65 70 75 80 

ATG GAG CTG AGC AGC CTG AGA TCT GAG GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT 288 

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

85 90 95 

GCA AGA CCT GAG ATT GAT CAG TGG GGC CAA GGT ACC CTG GTC ACC GTG 336 

Ala Arg Pro Glu lie Asp Gin Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val 

100 105 110 

TCG AGA GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA 384 

Ser Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 

115 120 125 

TCG TCT GA.G CTG ACT CAG GAC CCT GCT GTG TCT GTG GCC TTG GGA CAG 4 32 

Ser Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gin 

130 135 140 

ACA GTC AGG ATC ACA TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA AGC TAT TAT GCA 48 0 

Thr Val Arg lie Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala 

145 150 155 160 

AGC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGA CAG GCC CCT GTA CTT GTC ATC TAT 52 8 

Ser Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val lie Tyr 

165 170 175 

GGT AAA AAC AAC CGG CCC TCA GGG ATC CCA GAC CGA TTC TCT GGC TCC 576 

Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser 

180 185 190 

AGC TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT GGG GCT CAG GCG GAA 624 

Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr lie Thr Gly Ala Gin Ala Glu 

195 200 205 

GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT AAC TCC CGG GAC AGC AGT GGT AAC CAT 672 

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His 

210 215 220 

GTG GTA TTC GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGT 711 

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

225 230 235 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 237 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
1 5 10 15 

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Leu Thr Glu Leu 
20 25 30 

Ser Met His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met 
35 - 40 45 

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr He Tyr Ala Gin Lys Phe 
50 55 60 

Gin Gly Arg Val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr 
65 70 75 80 

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Arg Pro Glu He Asp Gin Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val 
100 105 110 

Ser Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 
115 120 125 

Ser Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gin 
130 135 140 

Thr Val Arg He Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala 
145 150 155 160 

Ser Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val He Tyr 
165 170 175 

Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly He Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser 
180 185 190 

Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr He Thr Gly Ala Gin Ala Glu 
195 200 205 

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His 
210 215 220 

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
225 230 235 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 717 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



fix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..717 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

CAG GTG CAG CTG GTG CAG TCT GGG GCT GAG GTG AAG AAG CCT GGG GCC 4 8 

Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
1 5 10 15 

TCA GTG AAG GTT TCC TGC AAG GCT TCT GGA TAC ACC TTC ACT AGC TAT 96 
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 
20 25 30 

GCT ATG AAT TGG GTG CGA CAG GCC CCT GGA CAA GGG CTT GAG TGG ATG 144 
Ala Met Asn Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp Met 
35 40 45 

GGA TGG ATC AAC ACC AAC ACT GGG AAC CCA ACG TAT GCC CAG GGC TTC 192 
Gly Trp lie Asn Thr Asn Thr Gly Asn Pro Thr Tyr Ala Gin Gly Phe 
50 55 60 

ACA GGA CGG TTT GTC TTC TCC TTG GAC ACC TCT GTC AGC ACG GCA TAT 2 40 

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr 
65 70 75 80 

CTG CAG ATC TGC AGC CTA AAG GCT GAG GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT 2 88 

Leu Gin lie Cys Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

GCA AGA TCT AAT GAT CCT GCT GAT CAG TGG GGC CAA GGT ACC CTG GTC 3 35 

Ala Arg Ser Asn Asp Pro Ala Asp Gin Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val 
100 105 110 

ACC GTG TCG AGA GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT 3 84 

Thr Val Ser Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 
115 120 125 

GGC GGA TCG TCT GAG CTG ACT CAG GAC CCT GCT GTG TCT GTG GCC TTG 4 32 

Gly Gly Ser Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu 
130 135 140 



GGA CAG ACA GTC AGG ATC ACA TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA AGC TAT 4 80 

Gly Gin Thr Val Arg lie Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr 
145 150 155 160 



TAT GCA AGC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGA CAG GCC CCT GTA CTT GTC 
Tyr Ala Ser Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val 
165 170 175 



528 
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ATC TAT GGT AAA AAC AAC CGG CCC TCA GGG ATC CCA GAC CGA TTC TCT 5 76 

lie Tyr Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser 

180 185 190 

GGC TCC AGC TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT GGG GCT CAG 6 24 

Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr lie Thr Gly Ala Gin 

195 200 205 

GCG GAA GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT AAC TCC CGG GAC AGC AGT GGT 6 72 

Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly 

210 215 220 

AAC CAT GTG GTA TTC GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGT 717 

Asn His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

225 230 235 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 23 9 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 14: 

Glu Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
15 10 15 

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 
20 25 30 

Ala Met Asn Trp Val Arg Gin Ala Pre Gly Gin Gly Leu Glu Trp Met 
35 40 45 

Gly Trp He Asn Thr Asn Thr Gly Asn Pro Thr Tyr Ala Gin Gly Phe 
50 55 60 

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr 
65 70 75 80 

Leu Gin He Cys Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Arg Ser Asn Asp Pro Ala Asp Gin Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val 
100 105 110 

Thr Val Ser Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 
115 120 125 

Gly Gly Ser Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu 
130 135 140 

Gly Gin Thr Val Arg lie Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr 
145 150 155 160 
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Tyr Ala Ser Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val 
165 170 175 

lie Tyr Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser 
180 185 190 

Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr lie Thr Gly Ala Gin 
195 200 205 

Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly 
210 215 220 

Asn His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
22 5 230 235 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 762 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

( B ) EMPLACEMENT : 1 . . 7 6 2 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

CGA TTC ATG GAA AGG CAC TGG ATC TTT CTC TTC CAG GTG CAG CTG GTG 4 8 

Arg Phe Met Glu Arg His Trp He Phe Leu Phe Gin Val Gin Leu Val 
15 10 15 

CAG TCT GGG GGA GGC TTG GTA CAG CCT GGG GGG TCC CTG AGA CTC TCC 96 
Gin Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser 
20 25 30 

TGT GCA GCC TCT GGA TTC ACC TTC AGT AGC TAT AGC ATG AAC TGG GTC 14 4 

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ser Met Asn Trp Val 
35 40 45 



CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTT TCA TAC ATT AGT AGT 192 

Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Tyr He Ser Ser 
50 55 60 

AGT AGT AGT ACC ATA TAC TAC GCA GAC TCT GTG AAG GGC CGA TTC ACC 240 

Ser Ser Ser Thr He Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr 

65 70 75 80 
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ATC TCC AGA GAC AAT GCC AAG AAC TCA CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC 2 88 

lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser 
85 90 95 

CTG AGA GAC GAG GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT ACA AGA GCT TGG AGG 3 36 

Leu Arg Asp Glu Asp Thr Ala Val Tyr' Tyr Cys Thr Arg Ala Trp Arg 
100 105 110 

ACG GAT TGG GGC CAA GGT ACC CTG GTC ACC GTG TCG AGA GGT GGA GGC 3 84 

Thr Asp Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Arg Gly Gly Gly 
115 120 125 

GGT TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG TCT GAG CTG ACT 4 32 

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Glu Leu Thr 
130 135 140 

CAG GAC CCT GCT GTG TCT GTG GCC TTG GGA CAG ACA GTC AGG ATC ACA 4 80 

Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gin Thr Val Arg lie Thr 
145 150 155 160 

TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA AGC TAT TAT GCA AGC TGG TAC CAG CAG 5 28 

Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser Trp Tyr Gin Gin 
165 170 175 

AAG CCA GGA CAG GCC CCT GTA CTT GTC ATC TAT GGT AAA AAC AAC CGG 5 76 

Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val He Tyr Gly Lys Asn Asn Arg 
180 185 190 

CCC TCA GGG ATC CCA GAC CGA TTC TCT GGC TCC AGC TCA GGA AAC ACA 6 24 

Pro Ser Gly He Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr 
195 200 205 

GCT TCC TTG ACC ATC ACT GGG GCT CAG GCG GAA GAT GAG GCT GAC TAT 672 
Ala Ser Leu Thr He Thr Gly Ala Gin Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr 
210 215 220 

TAC TGT AAC TCC CGG GAC AGC AGT GGT AAC CAT GTG GTA TTC GGC GGA 72 0 

Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His Val Val Phe Gly Gly 
225 230 235 240 

GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGT AGC GAA AAG GAC GAG CTG 7 62 

Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ser Glu Lys Asp Glu Leu 
245 250 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 54 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

Arg Phe Met Glu Arg His Trp He Phe Leu Phe Gin Val Gin Leu Val 
15 10 15 

Gin Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser 

20 25 30 

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ser Met Asn Trp Val 
35 40 45 

Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Tyr He Ser Ser 
50 55 60 

Ser Ser Ser Thr He Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr 
65 70 75 80 

He Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser 
85 90 95 

Leu Arg Asp Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Arg Ala Trp Arg 
100 105 110 

Thr Asp Trp Gly Gin Giy Thr Leu Val Thr Val Ser Arg Gly Gly Gly 
115 120 125 

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Glu Leu Thr 
130 L35 140 

Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gin Thr Val Arg He Thr 
145 150 155 160 

Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser Trp Tyr Gin Gin 
165 170 175 

Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val He Tyr Gly Lys Asn Asn Arg 
180 185 190 

Pro Ser Gly He Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr 
195 200 205 

Ala Ser Leu Thr He Thr Gly Ala Gin Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr 
210 215 220 

Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His Val Val Phe Gly Gly 
225 230 235 240 

Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ser Glu Lys Asp Glu Leu • 
245 250 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 687 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



!ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

( B ) EMPLACEMENT : 1 . . 6 8 7 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 

CCT GGG GCC TCA GTG AAG GTT TCC TGC AAG GCT TCT GGA TAC ACC TTC 4 8 

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 
15 10 15 

ACT AGC TAT GCT ATG CAT TGG GTG CGC CAG GCC CCC GGA CAA AGG CTT 96 
Thr Ser Tyr Ala Met His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gin Arg Leu 
20 25 30 

GAG TGG ATG GGA TGG ATC AAC GCT GGC AAT GGT AAC AC A AAA TAT TCA 144 
Glu Trp Met Gly Trp lie Asn Ala Gly Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Ser 
35 40 45 

CAG AAG TTC CAG GGC AGA GTC ACC ATT ACC AGG GAC ACA TCC GCG AGC 192 
Gin Lys Phe Gin Gly Arg Val Thr lie Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser 
50 55 60 

ACA GCC TAC ATG GAG CTG AGC AGC CTG AGA TCT GAA GAC ACG GCC GTG 240 
Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val 
65 70 75 80 

TAT TAC TGT GCA AGA AGT GGG GTG TAT TGG GGC CAA GGT ACC CTG GTC 288 
Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Val Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val 
85 90 95 

ACC GTG TCG AGA GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT 3 36 

Thr Val Ser Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 
100 105 110 

GGC GGA TCG TCT GAG CTG ACT CAG GAC CCT GCT GTG TCT GTG GCC TTG 3 84 

Gly Gly Ser Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu 
115 120 125 

GGA CAG ACA GTC AGG ATC ACA TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA AGC TAT 432 
Gly Gin Thr Val Arg lie Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr 
130 135 140 

TAT GCA AGC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGA CAG GCC CCT GTA CTT GTC 48 0 

Tyr Ala Ser Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val 
145 150 155 160 



ATC TAT GGT AAA AAC AAC CGG CCC TCA GGG ATC CCA GAC CGA TTC TCT 
lie Tyr Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser 
165 170 175 



528 
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GGC TCC AGC TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT GGG GCT CAG 5 76 

Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr lie Thr Gly Ala Gin 
180 185 190 

GCG GAA GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT AAC TCC CGG GAC AGC AGT GGT 624 

Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly 

195 200 205 

AAC CAT GTG GTA TTC GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGT AGC 6 72 

Asn His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ser 

210 215 220 

GAA .AAG GAC GAG CTG 68 7 

Glu Lys Asp Glu Leu 



{2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 229 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(>:i) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 
15 10 15 

Thr Ser Tyr Ala Met His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gin Arg Leu 
. 20 25 30 

Glu Trp Met Gly Trp lie Asn Ala Gly Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Ser 
35 40 45 



Gin Lys Phe Gin Gly Arg Val Thr 
50 55 

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser 
65 70 



lie Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser 
60 

Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val 
75 80 



Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Val Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val 
85 90 95 



Thr Val Ser Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 

100 105 110 

Gly Gly Ser Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu 

115 120 125 



Gly Gin Thr Val Arg He Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr 
130 135 140 



2751346 



58 

Tyr Ala Ser Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val 
143 150 155 160 

lie Tyr Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser 
165 170 175 

Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr He Thr Gly Ala Gin 
180 185 190 

Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly 
195 200 305 

Asn His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ser 
210 215 220 



Glu Lys Asp Glu Leu 
225 



H 



i 
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REVENDICATIONS 

5 I. Utilisation de sequences nucleotidiques codant pour des anticorps diriges 

contre toute molecule impliquee dans un phenomene de rejet de greffe (encore 
designes ci-apres anticorps anti-molecules), et notamment contre toute molecule 
possedant une activite telle que ladite molecule represents un epitope 
xenoantigenique, ou participe a la biosynthese d'epitopes xenoantigeniques dans 

10 des cellules de mammiferes non humains (et plus particulierement a la surface de 

ces cellules), ces epitopes etant susceptibles d'etre reconnus par des xenoanticorps 
naturels humains lorsque lesdites cellules, ou organes constitues de ces cellules, de 
mammiferes non humains, sont greffes chez rhomme, pour la preparation de 
cellules transgeniques, ou organes transgeniques, de mammiferes non humains, au 

15 sein desquels lesdites molecules forment en totalite ou en partie des complexes 

immuns avec lesdits anticorps anti-molecules, de telle sorte que I'activite desdites 
molecules dans les phenomenes de rejet de greffe soit totalement ou partiellement 
inhibee, en particulier que les xenoanticorps susmentionnes ne reconnaissent plus, 
en totalite ou en partie, les susdits epitopes, ou au sein desquels la biosynthese 

20 desdits epitopes xenoantigeniques est partiellement ou totalement inhibee, lesdites 

cellules ou lesdits organes transgeniques de mammiferes non humains etant 
destines a etre greffes chez un patient. 

2. Utilisation selon la revendication 1, de sequences nucleotidiques codant 
25 pour des anticorps diriges contre : 

- tout epitope xenoantigenique, glucidique ou non glucidique, reconnu par 
des xenoanticorps humains, et plus particulierement les epitopes glucidiques 
galactosyles situes a la surface des membranes de cellules de mammiferes non 
humains, notamment ['epitope a-galactosyl present a la surface de cellules de pore 

30 et constitue de l'ensemble GaIal,3Gal-N-acetyllactosamine susmentionne, 

- toute molecule participant a la biosynthese d'epitopes xenoantigeniques 
chez rhomme, de nature glucidique ou non glucidique, et plus particulierement les 

: i galactosyltransferases presentes dans les cellules de mammiferes non humains, 

notamment Tenzyme al,3GT presente dans les cellules de pore, 
35 - toute molecule a caractere inflammatoire synthetisee dans I'endothelium de 

mammiferes non humains, et dont I'activite biologique conduit notamment a la 
modification des proprietes anticoagulantes de I'endothelium in vivo en milieu 
xenogenique, telle que les cytokines et chemoattracteurs (fL-l, [L-6, EL-8, CP- 
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10, R ANTES, MCP/JE, inhibiteurs p!5E, GM-CSF, G-CSF), les molecules 
d'adhesion (ELAM-1, VCAM-1, ICAM-1, c-sis, GPIba, vWF, ligand LAM- 1) les 
facteurs de transcription ou modifiant la transcription (c-fos, NFkB, Gem), les 
regulateurs du tonus vasculare (iNO synthase, PGH synthase, endotheline), les 
facteurs intervenant dans la coagulation (PAF acetyltransferase, facteur tissulaire, 
PAI-1), les facteurs d'immunocompetence (CMH I, CMH II), 

- les recepteurs membranaires a des molecules presentes chez le receveur, 
Taction de ces molecules etant dirigee vers un rejet de grefFe, dont par exemple le 
C5aR, ou le TNFaR, ou les recepteurs aux cellules NK. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, de sequences 
nucleotidiques codant pour des anticorps diriges contre Tune au moins des 
isoformes (et avantageusement contre toutes les isoformes) des galactosyl 
transferases presentes chez ies mammiferes non humains, et plus particulierement 
de I'enzyme a-l,3GT presente chez le pore, pour la preparation d'organes de 
mammiferes non humains transgeniques au sein desquels la biosynthese des 
epitopes a-galactosyl dans les cellules desdits organes est partiellement ou 
totaJement inhibee. 

4. Anticorps, le cas echeant simple brin, diriges contre Tune au moins des 
isoformes de ra-l,3GT, et plus particulierement diriges contre Tune au moins des 
isoformes de l'a-l,3GT presentes chez le pore et representees par les sequences en 
acides amines SEQ ID NO 2 (correspondant a Tisoforme 1), SEQ ID NO 4 
(correspondant a l'iso forme 2), SEQ ID NO 6 (correspondant a I'iso forme 3) et 
SEQ ED NO 8 (correspondant a Tisoforme 4), ces isoformes 1 a 4 etant 
respectivement codees par les sequences nucleotidiques representees par SEQ ID 
NO U SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 5 et SEQ ED NO 7, ou codees par toutes 
sequences nucleotidiques derivees de ces dernieres, notamment par degenerescence 
du code genetique. 

5. Anticorps selon la revendication 4, diriges contre Tune au moins des 
isoformes 3 et 4 de l'a-l,3GT presentes chez le pore et representees par les 
sequences en acides amines SEQ ID NO 6 et SEQ ID NO 8. 

6. Anticorps selon la revendication 4 ou la revendication 5, caracterises en ce 
qu'ils sont representes par les sequences en acides amines SEQ ED NO 10 
(anticorps designe ScFvl), SEQ ED NO 12 (anticorps designe ScFv2), SEQ ID NO 
14 (anticorps designe ScFvB), SEQ ED NO 16 (anticorps designe ScFv4) et SEQ 
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ID NO 18 (ScFv5), ou par toute sequence en acides amines derivee de ces 
dernieres, notamment par addition, suppression ou substitution d'un ou piusieurs 
acides amines, ou par tout fragment des sequences susmentionnees ou de leurs 
sequences derivees, lesdites sequences et lesdits fragments etant susceptibles de 
5 reconnaitre Tune au moins des isoformes de Fa-1,3GT. 

7. Sequences nucleotidiques codant pour un anticorps selon Tune des 
revendications 4 a 6, et comportant notamment les sequences nucleotidiques 
representees par SEQ ED NO 9 (codant pour ScFvl), SEQ ED NO 1 1 (codant pour 

10 ScFv2), SEQ ID NO 13 (codant pour ScFv3), SEQ ED NO 15 (codant pour 

ScFv4), SEQ ED NO 17 (codant pour ScFvS), ou toute sequence nucleotidique 
derivee de ces dernieres, notamment les sequences derivees par degenerescence du 
code genetique, et etant neanmoins capables de coder pour les anticorps ScFvl, 
ScFv2, ScFv3, ScFv4 ou ScFvS, ou les sequences derivees par addition, 

15 suppression ou substitution d'un ou piusieurs nucleotides, ou tout fragment des 

sequences nucleotidiques susmentionnees ou de leurs sequences derivees, lesdites 
sequences derivees et lesdits fragments etant susceptibles de coder pour un 
anticorps susceptible de reconnaitre 1'une au moins des isoformes de l'al,3GT. 

20 8. Vecteur contenant Tune au moins des sequences nucleotidiques selon la 

revendication 7 et les elements necessaires a 1'expression des anticorps selon 1'une 
des revendications 4 a 6. 

9. Hote cellulaire contenant Tun au moins des vecteurs selon la revendication 8. 

25 

10. Mammifere transgenique non humain, ou cellules de mammiferes, 
comprenant dans son genome au moins une sequence nucleotidique codant pour 
des anticorps diriges contre toute molecule impliquee dans un phenomene de rejet 
de greffe (encore designes ci-apres anticorps anti-molecules), et notamment contre 

30 toute molecule possedant une activite telle que ladite molecule represente un 

epitope xenoantigenique, ou participe a la biosynthese d'epitopes xenoantigeniques 
dans des cellules de mammiferes non humains (et plus particulierement a la surface 
de ces cellules), ces epitopes etant susceptibles d'etre reconnus par des 
xenoanticorps naturels humains lorsque lesdites cellules, ou organes constitues de 

35 ces cellules, de mammiferes non humains, sont greffes chez I'homme, et plus 

particulierement au moins une sequence nucleotidique selon la revendication 7. 
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1L Mammifere transgenique non humain selon la revendication 10, tel 
qu'obtenu par introduction, notamment par microinjection, dans un ovocyte 
feconde, d'au moins une sequence nucleotidique codant pour des anticorps diriges 
contre toute molecule impliquee dans un phenomene de rejet de grefFe, et plus 
5 particulierement de 1'une des sequences nucleotidiques selon ia revendication 7, et 

insertion de l'embryon dans la matrice d'une mere de substitution et developpement 
de l'embryon a terme. 

12. Cellules cultivees a partir des animaux transgeniques non humains selon 
10 la revendication 10 ou la revendication 1 1. 

13. Organes de mammiferes non humains, comprenant dans le genome des 
cellules les constituant au moins une sequence nucleotidique codant pour des 
anticorps diriges contre toute molecule impliquee dans un phenomene de rejet de 

15 grefFe (encore designes ci-apres anticorps anti-molecules), et notamment contre 

toute molecule possedant une activite telle que ladite molecule represente un 
epitope xenoantigenique, ou participe a la biosynthese d'epitopes xenoantigeniques 
dans des cellules de mammiferes non humains (et plus particulierement a la surface 
de ces cellules), ces epitopes etant susceptibles d'etre reconnus par des 

20 xenoanticorps naturels humains lorsque lesdites cellules, ou organes constitues de 

ces cellules, de mammiferes non humains, sont grefFes chez Thomme, et plus 
particulierement au moins une des sequences nucleotidiques selon la revendication 
7, tels qu'obtenus par prelevement sur des mammiferes transgeniques non humains 
selon la revendication 10 ou la revendication 1 1. 

25 

14. Polypeptide comprenant la sequence d'acides amines telle que representee 
par la SEQ ED NO 6 (correspondant a rlsoforme 3 de ral,3-GT) ou SEQ ID NO 8 
(correspondant a I'isoforme 4 de ral,3-GT), ou tout polypeptide contenant tout 
fragment d'au moins environ 6 acides amines, de Tune des susdites sequences 

30 d'acides amines, ledit polypeptide contenant ce fragment etant susceptible de 

generer des anticorps reconnaissant Tune au moins des quatre isoformes de Ta- 
1,3GT, ou toute sequence derivee de ces dernieres, notamment par addition, 
suppression ou modification d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que la 
sequence derivee soit susceptible de generer des anticorps reconnaissant Tune au 

35 moins des quatre susdites isoformes. 
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15. Sequences nucleotidiques comprenant les sequences representees par 
SEQ ID NO 5 et SEQ ID NO 7, ou routes sequences derivees, notamment par les 
sequences derivees par degenerescence du code genetique, et etant neanmoins 
capables de coder pour les polypeptides represents par les sequences en acides 
amines representees par SEQ ID NO 6 et SEQ ED NO 8 respectivement, ou les 
sequences derivees par addition, suppression ou substitution d'un ou plusieurs 
nucleotides, ou tout fragment des sequences nucleotidiques susmentionnees ou de 
leurs sequences derivees, lesdites sequences derivees et lesdits fragments etant 
susceptibles de coder puis un anticorps susceptible de reconnaTtre Tun au moins des 
isoformes de I'of 1,3 GT. 
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